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Pérez, FJ. 2001. Desarrollo de un método de micropropagacion aplicable a genotipos selectos de Cedrela
odorata L. Tesis Mag. Sci., CATIE, Turrialba, Costa Rica. 70 p.

Palabras claves: Cedrela odorata, micropropagacion, citocininas, auxinas, sacarosa, carbon activado,
gelificantes.

RESUMEN

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos e invernadero de ia Unidad de
Biotecnologia del CATIE, de enero a noviembre de 2001. El objefivo fue contribuir con el desarrollo de una
metodologia de micropropagacion aplicable a genotipos selectos de C. odorata.

Los explantes de nudo cotiledonar, obtenidos de semilla germinada in vifro, se establecieron en medio MS al
50% suplementado con 22 uM de 2P para iniciacion de brotes axilares. Para evaluar e efecio de
citacininas en la multiplicacion, los brotes obtenidos se subcultivaron en el mismo medio, suplementado con
2,2, 6,5, 13,3 0 20 pM de BAP, kinetina o 2-iP. Con explantes epicotiledonares, se evaluaron los medios MS
y WPM (100, 76, 50 y 25%) combinados con sacarosa (10, 20, 30, 40 gl"), para obtener un medio de
desarrolio que acondicionara los brotes antes del enraizamiento. Para el enraizamiento in vitro, se utilizaron
brotes obtenidos de nudo cotiledonar establecidos en medio MS al 50% suplementado, en la fase de
induccion con ANA (0,5 y 1,0 mgi) combinada con AIB (1,0 y 1,5 mg!), donde también se tuvo un testigo
absoluto sin auxinas, mientras que para la fase de expresion se evalud el efecto de carbdn activado {0, 1,5,
2,0 y 3 gi') combinado con sacarosa (15, 30, 45 gi) v Agar o Phytagel como gelificante. Para el
enraizamiento ex vitro se evaluaron altas concentraciones de ANA (11,5 y 23 mgh) y de AIB (43,0 y 86,0
mgl') mas tiempos de oscuridad (8, 16 y 24 h) en arreglo factorial

Los explantes sobrevieron en todos los tratamientos de citocininas. El nimero maximo de brotes se obtuvo
con BAP 222y 6,5 pM. Estos tratamientos también fueron estadisticamente superiores en cuanto a dias a
brotacion, porcentaje de brotacion y altura de brotes obtenidos. Las altas concentraciones de ésta y las
demas citocininas produjeron callo en la base de los explantes.

Hubo efecto del medio de cultivo, pero no de las concentraciones del medio ni de sacarosa para &l
desarrollo de los brotes. El mejor medio fue WPM al 50% suplementado con sacarosa a 30 gH,enbaseala
tendencia observada para altura de brote y porcentaje de sobrevivencia. Ademés, esta combinacion
favorecio mas notoriamente el enraizamiento de los explantes.

Hubo diferencia significativa (Duncan 0,05) entre el testigo absoluto y los tratamientos de auxina en cuanto
al porcentaje de enraizamiento y nimero promedio de raices por explante. Se observo efecto de ANA para
la induccion de raiz. Solo hubo diferencia estadistica para nimero de ralces, y en general las bajas
concentraciones de ANA o AIB favorecieron el enraizamiento. La mejor combinacion fue ANA a 0,5 mglt
mas AlB a 1,0 mgh.

No hubo efecto de la interaccion entre carbon activado, sacarosa y tipo de gefificante para la expresion de
raiz. El carbon activado en general, y las altas concentraciones del mismo en particular, afectaron la
sobrevivencia de los brotes y el porcentaje de enraizamiento y & nimero y ia longitud de raices. Por el
contrario, y aunque no hubo diferencias estadisticas, las altas concentraciones de sacarosa favorecieron el
enraizamiento en cuanto al porcentaje y nimero de raices. No hubo diferencias estadisticas entre los dos
gelificantes evaluados.
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Pérez, FJ. 2001, Development of a micropropagation method to select genotypes of Cedrela adorata L

Key words: Cedrefa odorata, micropropagation, cytokinins, auxins, sucrose, acfivated charcoal, gelling
agents.

ABSTRACT

This research was carried out in the Tissue Culture Laboratory and the gresnhouse of CATIE Biotechnology
Unit, from January to November, 2001, in order to get a micropropagation methodology to elite cedar trees.

Cedar seeds were sawn in vifro and the seedlings were used as source of explants. Nodal cotiledonar
explants were established on half strong MS medium which had 2P (2,2 M) for axillary shoot initiation,
Then the shoots gotten were sub-cultured in the same medium added with BAP, Kinetin or 2P at 2,2, 6,5,
13,3 or 20 1M looking for shooting. As a conditioning intermediate step for rooting, epicotiledonary explants
were cultured in development media consisting of MS or WPM media at 100, 75, 50 or 25% strength
combining each with sucrose at 10, 20, 30 or 40 mgl. Other shoots from nodal cotiledonary expiants were
used to value auxins (NAA 0,5, 1,0 and IBA 1,0, 1,5 mgl}, active charcoal (0, 1,5, 2,0, 3,0 gi*), sucrose (15,
3045 gi) and gelling agent (Agar, Phytagel) effect on in vitro rooting system characterized by induction,
expression and roots development in a half strength MS medium. There was an auxin free absolute witness
in the induction phase. Also, the auxin higher concentrations (ANA 11,5, 23,0 and IBA 43, 86 mgl) and
obscurity time effects were tested as a pulse for rooting ex vitro.

The cytokinins allow the survivor of explants. BAP at 2,2 or 6,5 uM produced the highest number of shoots.
These treatments were statistically the best for shooting percentage and time, and for shoot length. There
was callus in the explant base with all the cytokinins at the higher concentrations.

In the shoot development , the kind of medium showed effect in shoot length, but neither its concentration
nor the sucrose concentration did not. The WPM was better than MS medium because it promoted the
development besides to cause a general rooting. A half strength WPM plus sucrose 30 gl was the best
combination to promote shoot length, survivor percentage and rooting in the explants.

In the rooting percentage and the root average number, the auxin treatments were statistically different
{Duncan 0,05) from the absolute witness. The NAA meaning effect was present in the induction phase, but
only in the root number there was statistic difference. The rooting was encouraged by either NAA or IBA low
concentrations. So, NAA at 0,5 mgl plus IBA at 1,0 mgl was the best combination.

In the root expression phase the interaction among activated charcoal, sucrose and gelling agent did not
have effect. In general, the activated charcoal, and specifically its higher concentrations, affected the shoot
survivor, the rooting percentage and the root number and length. In contrast, the highest sucrose
concentration pleased the same variables decreased by activated charcoal. However there were not
statistical differences, such as between the gelling agents.
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1. INTRODUCCION

En los Ultimos afivs, la vegetacion arborea se ha visto seriamente alterada principalmente en los
bosques tropicales, donde la explotacion forestal, ia agricultura, ganaderia y otros usos de la tierra, en
constante aumento, ocasionan un desequilibrio ecologico, asi como la desaparicion de un gran nimero de
fenotipos superiores de especies arboreas (Sof ef al. 1998).

El cedro (Cedrela odorafa L.) es una de las especies de la familia Meliaceae citada entre las mas
valiosas del mundo; sin embargo, debido a las talas selectivas y la falta de tecnologias para su
reproduccion, ha sufrido una sobreexplotacion no compensada con programas para su reproduccion, sus
poblaciones naturales se reducen rapidamente (Albert ef al. 1985), v es cada vez mas dificil localizar arboles
con diametros de valor comercial (Alvarez 1999). Aunado a lo anterior, la gran mayoria de las especies
forestales de clima tropical permanecen poco estudiadas y una muestra de ello es que la Asociacion
Internacional para Analisis de Semillas (ISTA) no informa las condiciones en que deben realizarse las
pruebas de germinacion para muchas especies comercialmente importantes, como C. odorata y Swietenia
macrophylla (Meliaceae) entre otras (Pefia y Montalvo 1986).

Por otro fado, existe el problema que a nivel continental presenta esta especie con el barrenador de
las meliaceas, Hypsipyla grandefla (Lepidoptera: Pyralidae), el cual ha impedido e establecimiento de
plantaciones extensas & escala comercial (Newton ef al. 1993). Afortunadamente alin es posible encontrar
una gran variabilidad genética de la especie (Navarro y Vasquez 1986), la cual es muy Gtil en programas de
mejoramiento genético, asi como en ensayos de propagacion vegetativa utilizando técnicas de culfivo de
tejidos, en busca de nuevas posibilidades para resolver los problemas planteados.

En general, los arboles poseen una serie de caracteristicas, como su larga vida y gran tamafio,
ademas de ser silvestres (no domesficados), y genéticamente muy variables, lo que hace que los
procedimientos y métodos del mejoramiento genéfico forestal sean muy diferentes de los programas de
mejoramiento de cultivos anuales (Cornelius 1995). Afortunadamente, la micropropagacion tiene un uso
practico en la produccion en masa de cruces de alto valor combinatorio especifico o de progenies de arboles
elite que producen poca semilla (germinacion de semilla seguida por clonacion). Asimismo, el cultivo in vifro
facilita la clonacion de individuos maduros de especies que no rebrotan o de especies dificiles de injertar y
favorece la clonacion réapida de los individuos en jardines de multiplicacion clonal (Mihaljevic ef al, 1996),



En melidceas se estan realizando algunos estudios en poblaciones naturales para caracterizar
diversidad genetica (Patifio 1997). Particularmente, denfro del proyecto de "Mejoramiento genético de

meliaceas” en ef CATIE, se estan evaluando 380 procedencias de C. odorata de las cuales se han
identificado algunas por su buen desarrollo y por presentar diferentes grados de tolerancia a Hypsipyla
grandefla, a un afio de su establecimiento en campo (Navarro 2000, com. pers.). La germinacion in vitro de
este material, asi como su posterior micropropagacion y aclimatacion de las plantulas obtenidas, es
importante para conocer el comportamiento de esta especie en cultivo in vitro y apoyar la muitiplicacion de

genotipos superiores en programas de mejoramiento genético.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general. Contribuir con el desarrollo de un método de micropropagacion de cedro (Cedrela
odorata L), que sirva como herramienta a los programas de mejoramiento genético forestal,

1.1.2. Objetivos especificos

- Optimizar la fase de muitiplicacion in vitro a partir de explantes nodales obtenidos de plantula de
semilla germinada in vitro.

- Determinar las condiciones Optimas para ef enraizamiento de los brotes obtenidos durante la fase
de multiplicacion.

1.2. Hipdtesis

- Los explantes nodales permiten la multiplicacion exitosa de C. odorata.

- Un enraizamiento 6ptimo de explantes nodales de C. odorata se obtiene tanto in vifro como ex vifro.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Importancia de Cedrela odorata

Cedrela significa pequefio cedro y deriva de Cedrus, el cual hace referencia a la corleza aromatica,
Cedrela odorata se conoce como cedro hembra, cedro espafiol, cedro real, cedro rojo, cedro cebolla, cedro
bateo, cedro cdbano, cedro amargo o cedro (Jiménez 1999). Es la especie mas imporiante y ampliamente
distribuida del género Cedrela. Su madera tiene alta demanda en los iropicos y ha abastecido ef mercado
internacional en los tltimos 200 afios, bajo los nombres de Spanish cedar o West Indian cedar (FUNDECOR
2001). Se utiliza en la construccion de edificios (pusrias talladas, marcos para puerias y ventanas, base,
pisos, cielo raso, comisas, rodapiés, paneles, enchapes, contrachapados, escaleras vy paredes),
construccion general, construccién de embarcaciones, ebanisteria (piezas de madera tallada y forneada),
esculturas, piezas para instrumentos musicales, cigarreras, joyeros, piezas para raquetas de tenis y cajas
para embalaje (Patifio 1997).

2.2, Distribucion geografica y habitat

C. odorata se distribuye desde los 26° N hasta los 28° S, es decir, desde el norte de México, y las
islas del Caribe, hasta Argentina y la desembocadura del rio Amazonas en Brasil; no se reporta en Chile ni
en Paraguay (Rodriguez 1980, Patifio 1997).

En Centro y Sur América, en areas con menos de 2000 mm de precipitacion anual y suelos calizos,
el cedro puede llegar a ser la especie dominante; sin embargo, en bosques semi-deciduos los arboles de
cedro se encuentran aislados. No tolera tierras pantanosas, crece bien en suelos fértiles y bien drenados, en
bosques secos o hiimedos, y desde el nivel del mar hasta los 1200 m de elevacion {Hoidridge 1973, Combe
y Nico 1979).

2.3. Clasificacion botanica
La clasificacion botanica del género se establecit en 1756 por Browne, para un arbol de C. odorata

hallado en Jamaica y publicado por Linnaeus en 1759. Sin embargo, esta clasificacion no ayuda a identificar
las procedencias de America Central, del Sur de México ni de las Antillas (Rosero 1976).



El genero Cedrela pertenece a la familia Meliaceze del orden Meliales, que esta entre |as Rutales y
Sapindales. Cedrela odorata se caracteriza por arboles de hasta 40 m de altura y 1 m de diametro: ramas a
partir de 8 a 15 m del fuste principal, forman una copa redondeada achatada o figeramente oblonga y foliada
en temporada de Hluvias, hasta la seminacion. Presenta hojas compuestas paripinnadas, con 5 a 12 pares
de foliolos, opuestos o aparentemente alternos, ligeramente pecioiados, oblongos o elipticos y de base
inclinada u oblicua, glabras y coriaceas cuando maduran. Las inflorescencias son racimos que producen
numerosas flores pequenas, simétricas y blanco-verdosas. El fiuto es una capsula lefiosa, dehiscente, que
nace en las puntas de las ramas, consta de cinco valvas que abren de arriba hacia abajo y tira las semillas
cuando fodavia esta unido al arbol. Produce semillas aladas en abundancia, caracteristica de muchos
arboles invasores (Acosta 1970, Holdridge 1973, Jiménez 1999, Lowe 1999).

2.4. Barrenador de fas melidceas

La madera de cedro posee excelentes propiedades estructurales y resistencia a insectos y a la
putrefaccion, lo que le da gran valor y aceptacion en el comercio y ha flevado a estudiarla y conocer sus
caracteristicas silviculturales y tecnologicas; no obstante, no se han podido establecer plantaciones
comerciales, debido a los dafios causados por el barrenador, Hypsipyla grandella, que ataca los brotes
jovenes, especialmente. £l ataque es de tal magnitud, que por si mismo ha merecido atencion en
innumerables trabajos de investigacion, donde se ha visto la necesidad de encontrar métodos de combate
adecuado, sin resultados positivos hasta ahora (Grijpma 1976, Newton ef al. 1998). Ademas, existe poca
informacion relativa al uso de meliaceas resistentes a H. grandella, como una posible solucion al problema
(Lopez et al. 1997).

Como ejemplos, Dourcjeanni (1963) observé un 60% de arboles de cedro atacados en los primeros
cuatro meses de establecimiento en Perd, Martorelt {1943) reportd 1000000 de 4rboles destruidos en Puerto
Rico y Newton et al. (1999) reportan ataque de H. grandella de més del 94% de fos arboles en los primeros
36 meses en Costa Rica, lo cual es similar al 98% de ataque reportado por Yamasaki et al. (1990) en los
primeros 16 meses en Peri.

2.5. Variacién genética

Dada la amplia distribucion natural de la especie, es posible encontrar gran variabilidad genética
dentro de ella, pues se encuentra en una extensa gama de condiciones edaficas y climaticas, lo cual es un



indicador de diversidad, debido a que especies con una drea de presencia mayor tienden a ser
genéticamente mas variables que las de menor ocurrencia (Navarro y Vasquez 1986),

Como esta actualmente distribuida, es una especie que muestra gran variacion poblacional,
Recientes ensayos de procedencias han demostrado la existencia de muches razas ecoldgicas (Chaplin
1980). Smith {1960}, sugiri6 que las especies de cedro ampliamente distribuidas, como C. odorata, C. fissilis
y C. angustifolia (Meliaceae) hibridan libremente y esos hibridos pueden explicar la gran variabiiidad
fenotipica en esos taxa.

2.6. Fenologia y crecimiento

Newton et al. (1998) encontraron que, en Turrialba, C. R, la tasa de crecimiento promedio de C.
odorata fue de 2 cm por semana, con una variacién temporal pronunciada en la fenologia foliar. Sefialan
también que més del 90% de éarboles fuvieron hojas entre las semanas 10 y 32, disminuyendo a 51% a la
semana 48, pero con una nueva produccion que llegd al 95% & la semana 60, para disminuir nuevamente a
la semana 84, con un 89%. Respecto al crecimiento, estos mismos autores mencionan que el incremento en
altura fue relativamente leve entre las semanas 26 y 52, coincidiendo con el periodo de precipitacion més
baja; sin embargo, la tasa de crecimiento aument6 hasta 1,8 cm por semana entre las semanas 56 v 58,y a
la semana 141 ef promedio de altura de arboles fue de 287 cm, con una tasa de 2 cm por semana. En
cuanto al diametro, Whitmore (1971) estima que el crecimiento promedio para C. odorata es 1,1 ¢m por afio
{crecimiento répido), siendo el dptimo de 1,5 cm.

La floracion se inicia cuando las hojas nuevas estan creciendo. Los arboles son monoicos, las
fiores masculinas y femeninas nacen en la misma inflorescencia, pero la especie es proterogina (las flores
femeninas abren primero). El fruto es una capsula cuyo desarrollo toma de 9 a 10 meses, y madura durante
la siguiente estacion seca. Los arboles empiezan a fructificar a los 10-12 afios de edad (Lowe 1999). En
general, la regeneracion natural del cedro se presenta espontaneamente en areas abandonadas por la
agricultura o se asocia a los cultivos agricolas y pastos {Guevara 1988),



2.7. Uso de Ia biotecnologia en la propagacion de especies forestales

Los &rboles, a diferencia de los cultivos agricolas, han sido dificiles de mejorar genéticamente
debido a sus largos ciclos de vida y a la prevalencia de alogamia (Leakey y Mesén 1994), asi como a los
largos intervalos de generacion y su gran tamafio (Coleman y Ernst 1989).

La biotecnologia tiene varias ventajas sobre el mejoramiento genéfico clasico en el mejoramiento
de arboles forestales (Ostry y Michler 1993). Esta tecnologia puede reducir el tiempo necesario para
introducir nuevas lineas dentro de especies deseables y puede disminuir los largos periodos de generacion
tipicos de arboles forestales, para producir genotipos mejorados. Ademas, las técnicas in vitro ofrecen Ia
posibilidad de propagacion clonal répida de plantas élite que implique la produccion de progenies
geneticamente estables e identicas al progenitor (Mascarefias ef al 1993, Selvakumar ef af 2001).
Asimismo, ganancias genéticas pueden ser obtenidas mediante micropropagacion, usando semilla mejorada
y plantulas germinadas asépticamente como fuente de explantes (Hutzeli y Durzan 1993).

La biotecnologia constituye un conjunto de técnicas (cultivo de tejidos, genética molecular e
ingenieria genética) que pueden complementar y apoyar los programas de mejoramiento genético, por
ejemplo con fa multiplicacion clonal masiva de arboles élite. La biotecnologia forestal ha dado énfasis al
cultivo de tejidos con la regeneracion de piantas a partir de callos, érganos, embriones, cultivo de células y
protoplastos (Cheliak y Rogers 1990). También, se ha incrementado el uso de técnicas moleculares para
estudiar la diversidad genética, la sistemética y la genética de poblaciones y especies a nivel de ADN {acido
desoxirribonucléico) y de las proteinas (Patifio 1997).

Los principales avances en la propagacion masiva de plantas lefiosas se han obtenido en el Gltimos
decenio y &l nimero de especies lefiosas que han sido propagadas clonalmente por medio del cultivo de
tefidos esté aumentando a una tasa rapida (Lineberger 2000b). Mas de 1000 especies vegetales han sido
micropropagadas, incluyendo més de 100 especies forestales (Haynes 1994) pero, en general, los taxa
lefiosos son dificiles de regenerar bajo condiciones in vitro (Mittal 1988, Rout y Das 1893). El desarrallo de
la biotecnologia en el sector forestal para las especies tropicales ha sido minimo (Badilla ef a/. 1992), si se
compara las investigaciones realizadas en micropropagacion de arboles en especies de clima templado
(Berrios et al. 1991). No obstante, el impacto econdmico potencial de una aplicacion mucho més amplia de
propagacion clonal a especies lefiosas es particularmente grande en paises tropicales y subtropicales (Roy



et al. 1996), si se considera que en estas regiones existe mayor urgencia por buscar nuevas alternativas
que permitan muliplicar y mantener el acervo genélico de especies amenazadas (Valverde et af. 1998).

La micropropagacion de especies arboreas ofrece una via rapida de producir a nivel indusirial o
semiindustrial plantas clonales para reforestacion, produccion de biomasa lefiosa y conservacion de
germoplasma élite y raro (Rout y Das 1993). Asimismo, es una alternativa para fa preservacion de especies,
pues se consigue aumentar las tasas de multiplicacion de plantulas para suplir ta demanda comercial (Pinto
et al. 1985). Por ejemplo, Quraishi y Mishra {1997) sefialan que en sels meses pueden obtenerse alrededor
de 1000 plantas a parir de un solo explante nodal de un &rbol adulto de Cleistanthus collinus
(Euphorbiaceae) mientras que Eeswara ef al. (1997) citan que a partir de un explante foliar de 1 cm? de nim
(Azadiractita indica, Meliaceae) se pueden obtener aproximadamente 80 brotes en 32 semanas, con un
porcentaje de enraizamiento superior al 55%, D'Souza y Sharon (2001) mencionan que aproximadamente
3350 plantas enraizadas pueden generarse en 10 meses después de ocho subcultivos, en microestacas de
Bixa orellana (Bixaceae) y Dewan et al. {1992) observaron que més de 700 brotes pueden obtenerse a partir
de un solo explante de nudo cotiledonar de Acacia nilofica {Leguminasae) mediante subcultivo repetido.

Un método de cultivo de tejidos exitoso significaria una opcion alternativa de propagacion y
ayudaria en los esquemas de mejoramiento genético para seleccionar clones resistentes a enfermedades o
insectos (Mittal ef al. 1989), asi como en los programas de conservacion de especies. C. odorata esta
incluida, como especie amenazada, en la lista de la Convencion para el Comercio Internacional de Especies
de Flora y Fauna en Peligro de Extincion (CITES), razon por la cual los estudios para su propagacion y uso
sostenible, cobran importancia (Lopez ef al. 1997, Patifio 1997).

Con base en los programas exitosos de cultivo in vifro para algunas especies, se pueden lograr
muchos avances para facilitar la propagacion masiva de otras. Existen evidencias que sugieren que las
especies de una misma familia se comportan igual en cultivo de tejidos, como por ejemplo el requerimiento
comun de la misma citocinina para la formacion de brotes adventicios en un gran nimero de especies de
Rhododendron (Lineberger 2000b).



2.8. Micropropagacion de especies forestales tropicales

2.8.1. Explantes y establecimiento de cultivos in vitro

El establecimiento in vitro de especies arbéreas es dificil de lograr (Berrios et al. 1991). Los
estudios de micropropagacion in vitro de especies lefiosas de zonas templadas, han demostrado gue la
capacidad de organogénesis de explantes de estas especies, sigue un patron estacional y, por tanto, existe
un periodo Optimo del afio para tomar explantes y asegurar una respuesta exitosa durante el cuttivo in vifro
(Lardet et al. 1598).

El rejuvenecimiento de material vegetal es necesario para clonar arboles maduros (Quraishi et al.
1997). En varias coniferas, los embriones, segmentos de hipocétilo y cotiledones son las principales fuentes
de explantes, ya que son faciles de mangjar y los tejidos responden mejor a los reguladores del crecimiento
en comparacion a los explantes de arboles aduttos (Hutzell y Durzan 1993). La multiplicacion vegetativa in
vitro permite recuperar caracteres morfoldgicos y fisiologicos juveniles mediante la ruptura de las relaciones
existentes entre el explante y el conjunto de la planta (Dublin 1991).

En cultivo in vitro de plantulas de Alnus acuminata (Betulaceae) (Badilla ef al. 1992), se observo
que, en microestacas, a menor concentracion de benzilaminopurina (BAP), fue mayor la formacion de brotes
y callos. Esto se debe posiblemente a que conforme aumenta la edad de! tejido aumentan los reguladores
del crecimiento en éste, por lo que se necesitan dosis méas bajas de BAP o cualquier otro tipo de
reguladores para responder.

Ademas de la edad, el sitio de la planta de donde se tome el explante es importante. Diferencias
significativas entre explanies de brotes basales y de ramillas terminales de Cleistanthus coflinus en los
estados de establecimiento y enraizamiento, pueden atribuirse a diferencias en su madurez. Esto se debe a
que, en un arbol son mas juveniles los brotes basales que los brotes apicales (Quraishi y Mishra 1997) y
probablemente también, debido a la mayor disponibilidad de hormonas y otros factores quimicos producidos
por las raices (Bonga 1987). Asimismo, en el cullivo in vifro de explantes nodales de Theobroma cacao
(Sterculiaceas) y Hevea brasiliensis {Euphorbiaceae), se reveld un gradiente en el potencial de crecimiento
de yemas, el cual incrementd del apice a la base de la rama (Lardet of al. 1998).



En la micropropagacion de Croton sublyratus (Euphorbiaceas), un &rbol tropical, todos los intentos
por iniciar un cultivo de brotes a partir de &rboles adultos cultivados en el campo fracasaron debido a serics
problemas de contaminacion y/u oxidacion de brotes. Este problema se soluciond tomando explantes
nodales de arboles injertados cultivados en el invernadero (Shibata ef al. 19986).

En cultivo in vitro, la respuesta de explantes de arboles maduros comparativamente es baja en
relacion con la de tejidos de plantulas {Augustine y D"Souza 1997). La obtencion de explantes a partir de
plantulas provenientes de semillas germinadas asépticamente, resuelve éste y algunos otros problemas,
como por ejemplo la dificil desinfeccion del material vegetal. Bonga (1982) indico que cuanto mas joven sea
la planta, mas sengilla seré su micropropagacion, pues se ha observado que los explantes originados de
tejidos jovenes y con mayor actividad metabélica son mas adecuados para estimular la formacion de callos,
confiriendo a estos mayor potencialidad morfogenética y con esto mayor facilidad para emitir brotes nuevos,
y principalmente raices (Pinto ef al. 1994),

Los explantes de nudo cotiledonar se han usado frecuentemente en micropropagacion de muchas
especies de arboles, como Acacia nilofica (Dewan et al. 1992), Erythrina spp. (Leguminosag) {Berrios ef al
1991) y Swietenia macrophylla (Orellana 1997). Por otro lado, se ha encontrado que, [os brotes de nudos
cotiledonares de muchas especies son faciles de enraizar in vitro, pero en el caso de Zanthoxylum rhetsa
(Rutaceae) el enraizamiento solo pudo ser inducido bajo condiciones ex vitro (Augustine y D"Souza 1997).

2.8.2. Germinacion in vitro de semillas de especies forestales para la obtencién de explantes

La semilla y sus tefidos juegan un papel muy importante para el desarrolio del cigoto en embrion.
Los tejidos regulan el intercambio gaseoso, limitando el oxigeno disponible para el cigoto. A nivel de
nutricion, los tefidos de la semilla como el nicleo y el endospermo, proveen al cigoto los elementos
necesarios para su desarrollo: carbohidratos, lipidos y proteinas (Espinosa y Engleman 1995). Los
fegumentos juegan también un papel importante en la filtracion de la luz {Escalant 1995). Una vez que la
semilla germina, fos sistemas radical y aéreo comienzan a utilizar los nutrimentos minerales, grasas,
almidon y proteinas presentes en las células de almacenamiento de la semilla, y la plantula juvenil depende
de estas reservas alimenticias (Taiz y Zeiger 1998). Las semillas de cedro son ricas en proteina, sin
embargo practicamente no poseen almidon (Vasquez 2000, com. pers.).



Por ofro lado, las semillas son en general més faciles de desinfectar, y aunque la informacion en las
respuestas de explantes nodales puede no ser directamente aplicable a los explantes de material adulto, es
una indicacion favorable de los requerimientos aproximados para el cultivo de nudos y yemas de material
adufto (De Fossard 2000).

Para la germinacion in vitro de semillas forestales es indispensable la desinfeccion y para ello se
emplean diferentes sustancias, como hipoclorito de sodio o de calcio, etanol al 70%, perdxido de hidrogeno
o bicloruro de mercurio a diferentes concentraciones, combinaciones y fiempos de inmersion (Mohammed y
Patel 1989, Vaiverde ef al. 1998). Ademds, en algunas especies es necesario aplicar algln tratamiento
pregerminativo antes de proceder a su siembra in vifro (Phillips ef af. 1998).

Para emplear esta tecnica, Valverde ef al. (1998) lavaron semillas de C. odorata con aguay jabon y
las mantuvieron bajo agua corriente por 30 min. Realizaron una esterilizacion superficial con alcohol al 70%
por tres seg y con hipoglorito de sodio comercial al 5,5% durante 20 min, seguida de varios enjuagues con
agua destilada estéril. Las semillas fueron germinadas a la oscuridad bajo condiciones asépticas en un
medio a base de agar y agua, y la germinacion ocurrid a los 10-15 dias.

Semilias de Acacia nilotica, A. senegal y A. tortilis {Leguminosae) se germinaron en el medio
modificado de Knop con 3% de sacarosa y 0,8% de agar. Se aplicaron tratamientos de escarificacion e
inmersion en agua destilada por tiempos variables después de una esterilizacion superficial con agua
clorada (3,5 + 0,5 mgl) por 45 min para A. nilotica y A. senegal, y por 25 minutos para A, foriifis.
Seguidamente las semillas se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se inocularon bajo condiciones
asepticas en una cémara de flujo laminar. Los culfivos se mantuvieron a 25 + 29C y 55 + 5 % de humedad
relativa, bajo luz blanca fluorescente de 450-460 pWem?2 de intensidad y fotoperfodo de 16 L:8 O. La
germinacion se reportd a los tres dias y el crecimiento de plantula a los 15 dias. La germinacion se
consideré cuando la radicula alcanzé 5 mm o méas y la ralz 3 mm o més. La primera sefial de
desdoblamiento de los cofiledones se consideré como emergencia de pléntula. Con esta metodologia se
obtuvieron porcentajes de germinacién de 96 a 100% e incrementos del crecimiento de plantulas de 83 y
92% con respecto a los testigos (Philips et al. 1998).

Los medios utilizados para la siembra in vitro generalmente se basan en agar, sacarosa y agua
destilada, aunque pueden ufilizarse medios basicos, como e MS al 50% sin reguladores del crecimiento
{Hammatt y Ridout 1992).
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Una vez obtenidos los cultivos asepficos, sea a pariir de semilla o de partes vegetativas de plantas
ya establecidas, el metodo de culivo horizontal es el mas adecuado para estimular | crecimiento y
desarrollo de las yemas axilares y adventicias, y obtener un niimero adecuado de explantes para comenzar
|a fase de multiplicacion para obtener un namero grande de plantas (Berrios et al. 1991, Perez-Parron ef al
1994).

2.8.3. Multiplicacion

La presencia de cotiledones en el explante de nudo cotiledonar es determinante para la obtencion
de brotes con mejores caracteristicas morfologicas y fisiologicas para iniciar el establecimiento in vifro de 1a
caoba {Orellana et al. 2000). Estos autores recomiendan estudiar la composicion de los cotiledones de la
semilla de caoba, con el fin de tener elementos para formular un medio de cultivo adecuado para subctiltivar
explantes de yemas cotiledonares, y poder asi aumentar el potencial de estas yemas como fuente de
explantes secundarios. Ademas, sugieren la micropropagacion a partir de explantes nodales para la
clonacion de material procedente de semilla genéticamente mejorada o de arboles élite de huertos
semilleros o de cruces de alto valor combinatorio especifico, con el fin de acelerar la multiplicacion, realizar
la produccion en masa o realizar investigaciones de conservacién in vitro,

En la micropropagacion de Azadirachta excelsa (Meliaceas) usando como explantes segmentos
nodales, segmentos de peciolo, &pice de raiz y hojas jovenes de plantulas de siete meses de edad, Jainol
(1997) citado por Awang y Shukor (1898), encontrd que el mejor explante fue el apice de raiz por producir ef
porcentaje mas alto de formacion de brotes adventicios, También encontré que el mejor medio en términos
de formacion de brotes {porcentaje de explantes con brote, elongacion de brotes, nimero y longitud de
brotes axilares y nimero de explantes obtenido por cultivo), fue el Murashige y Skoog (MS) suplementado
con 0,5 mgl de 6-bencilaminopurina (BAP)

Un factor clave en la multiplicacion de los sistemas de brotes son las citocinings. Una de las
principales funciones de las citocininas en culfivo de tejidos es la induccion de brotes adventicios {Minocha
1987). También se utilizan para liberar yemas axilares de fa supresion por dominancia apical, para asi iniciar
la proliferacion de brotes (Green y Muir 1979). Ademés, mientras el Acido abscisico (ABA) cierra estomas,
las citocininas frecuentemente tienen el efecto contrario {los abren y propician evapotranspiracion) (incoll y
Jewer 1987).
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En la propagacion in vifro de Acacia senegal (Badji ef al 1993), Melia azedarach (Meliaceae)
(Thakur ef al. 1998), Morus laevigata (Moraceae) (Islam et al. 1993) y Ulmus pumifa {Ulmaceae) {Corchete
ef al. 1993), se demostré que las citocininas fueron indispensables para la brotacion de yemas axilares, la
muitiplicacion de nudos y/o para el crecimiento de brotes.

Las citocininas comunmente aplicadas son benziladenina (BA), kinetina, dimetitaminopurina (2-iP) y
zeating, de las cuales BA es la més activa, la mas econdmica y la tnica que puede ser autoclavada, por io
que es la mas frecuentemente usada, en la mayoria de las especies lefiosas, particularmente en
micropropagacion comercial donde el costo y facilidad de manejo son las principales consideraciones
(Bonga y Von Aderkas 1992).

En la regeneracion in vitro de plantas de Holarrhena antidysenterica {Apocynaceae) de cuatro
citocininas probadas (BA, kinetina, sulfato de adenina y 2-iP), BA fue ia mas efectivay 15 uM fue el optimo
para inducir la méxima multiplicacién de brotes. Hubo correlacion entre ¢l incremento en BA hasta el nivel
optimo (15 pM). En contraste, concentraciones mas altas (20 uMy superiores), suprimieron {a formacion de
brotes durante el mismo periodo, de cuatro semanas (Raha y Roy 2001). Resultados similares fueron
obtenidos en Crofon sublyratus (Shibata et al. 1996), Sorbus domestica (Rosaceag) (Arrillaga ef af. 1991),
Acacia nilotica (Dewan ef al. 1992) y en Ulmus pumila (Corchete et al, 18983).

Explantes nodales de &rboles adultos de Acacia catechu, (Leguminosae) desarrollaron brotes
robustos y sanos en medio MS conteniendo BAP y kinetina a 1 mgi (Kaur ef al. 1997), mientras que en
Morus leavigata el ntimero de brotes por explante aumentd con el incremento de citocininas hasta 10 UMy
disminuy6 con 15 uM. El nimero méximo de brotes se obtuvo con 10 KM de BA, seguido por 10 uM de
kinetina y la longitud méxima de brote se encontré en 5 UM de BA (Islam et al, 1993).

BA no fue la mejor citocinina en cultivos de explantes nodales obtenidos de Oxidendrum arboreum
(Ericaceae). La tasa de formacion de brotes y subsecuente elongacion en estos cultivos, fue mas alta con
zeatina que con BA, 2-iP o tidiazuron en el medio (Banko y Stefani 1989). Coleman y Ernst (1989) también
observaron la misma respuesta en regeneracion de brotes in vifro de Populus deffoides (Salicaceas),
mientras que D'Souza y Sharon (2001) encontraron que el 2-iP, en comparacion con kinetina y BA, fue
mejor para la multiplicacion in vitro de Bixa oreflana,
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Selvakumar et al. (2001), en sus experimentos con micropropagacion de Plumbago zeylanica
(Plumbaginaceae), nolaron que las altas concentraciones de citocininas tuvieron efectos inhibitorios en
elongacion de brotes. Bonga y Von Aderkas (1992) sefialaron que las altas concentraciones de BA tienden g
estimular la excesiva produccion de brotes adventicios, los cuales compiten con brotes derivados de yemas
axilares y pueden introducir variacion somaclonal en los cultivos.

En la micropropagacion de Azadirachta indica el porcentaje de pléntulas anormales o plantulas que
no crecieron bien, fue muy alto y las planiulas se vitrificaron. Las hojas se engrosaron, alargaron y formaron
callos cuando tocaron el medio, presumiblemente debido a las citocininas y otras purinas en los medios de
cultivo (Eeswara ef al. 1997).

2.8.4. Desarrollo

La mayoria de brotes adventicios no crecen adecuadamente en presencia de BA u ofra citocinina,
Por tanto, una vez que los brotes tienen un tamafio suficiente para separarse y subculfivarse, son
transferidos a un medio fibre de citocinina. El carbon activado se agrega frecuentemente al medio de
subcultivo para remover citocinina que se ha liberado del tejido dentro del medio (Biondi ef al 1984).

Para promover el desarrollo de los brotes multiplicados de Crofon sublfyratus, antes del
enraizamiento se transfirieron a un medio MS carente de reguladores del crecimiento. Los explantes
alcanzaron una altura mayor de 10 mm en 4 a 6 semanas. El medio MS gelificado con 0,2% de gelrite,
resulté adecuado para el alargamiento pre-enraizamiento de brotes (Shibata ef al. 1996)

2.8.5, Enraizamiento

Las raices son organos relativamente simples que resultan de procesos bioguimicos y fisiologicos
complejos. Su patrén de crecimiento es uniforme y continuo, pero pueden modificar su desarrollo en
respuesta a estimulos ambientales (gravedad, luz, tacto y patbgenos invasores). Tienen pocos tipos de
células diferenciadas y simetria radial (Schiefelbein y Benfey 1991, Aeschbacher ef al, 1994, Fiores 1994).

El enraizamiento in vitro es afectado por la genética, madurez, reguladores de! crecimiento, calidad
del brote de subcultivos previos, actividad de peroxidasa, fotoperiodo, intensidad y calidad de luz, etc.

(McCown 1988). Otros factores fisicos que afectan este proceso son: estrés hidrico, alta temperatura,
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carbon activado, oxigenacion y dentro de otros factores quimicos estan: B, Ca y Mn adicionados al medio,
asi como algunos fenoles y vitamina D (Gaspar y Coumans 1987). Niveles altos de sacarosa estimulan la
formacién de lignina y esto promueve el enraizamiento (Driver y Suttle 1987), Las auxinas cido indolacético
(AIB) y d&cido naftalenacéfico (ANA) son mas eficaces en promover el enraizamiento que el &cido
indolacético (AlA) (Gaspar y Coumans 1887) a causa de la inestabilidad de esta Gltima. El enraizamiento
también se promueve algunas veces con un aumento en niveles internos de putrescina y mediante una
reduccion en el pH del medio de cultivo (Tiburcio ef al. 1989).

2.8.5.1. Enraizamiento in vitro y ex vitro de microestacas

Algunas veces ta fase de induccion de raiz se realiza in vitro, mientras que la fase de desarrollo de
raiz toma lugar en una mezcla no estéril para enraizamiento (Bonga y Von Aderkas 1992). De esta manera,
las microestacas se enraizan mediante modificaciones de dos métodos basicos. El enraizamiento in vitro se
logra transfiriendo las microestacas cuidadosamenie disectadas a un medio libre de reguladores del
crecimiento o que tenga sdlo auxinas. £l otro método es el enraizamiento no estéril 0 ex vifro y es el que se
prefiere a nivel comercial (Lineberger 2000a); durante este enraizamiento, generalmente se utilizan
sustratos como perlita, vermiculita, pomes, arena y suelo (desinfectados), ademés de ciertos enraizadores y
fungicidas (Mascarefias ef al. 1893). El enraizamiento de brotes se realiza en camaras de humedecimiento
{Villalobos y Torpe 1991, Bonga y Von Aderkas 1992), al igual que ef enraizamiento de estacas de especies
forestales sugerido por Mesén (1998).

La ventaja principal del enraizamiento ex vitro sobre el in vitro, es que el dafio a las raices durante
la transferencia al suelo es menos probable. Méas aln, las tasas de enraizamiento con frecuencia son méas
altas y la calidad de raiz es mejor cuando el enraizamiento ocurre ex vitro (Bonga y Von Aderkas 1992),
como se comprobo en el enraizamiento de brotes adventicios de segmentos de hipocotilo de Liguidambar
styraciffua {(Hamamelidaceae) (Kim et al. 1996).

Jainol (1997) citado por Awang y Shukor (1998), encontré que para enraizamiento in vitro de
Azadirachta excelsa 2 mglt de ANA fue la mejor concentracion al producir un 654% de sobrevivencia
después del trasplante a vivero. Para esta misma especie, Liew et al. (1999) encontraron que una
combinacion de 0,5 mgl' de ANA y 1 mgl" de AIB indujeron la formacion de raices en la mayoria de brotes,
y que a estas mismas concentraciones mas 2,5 gl'! de carbén activado en medio MS al 50%, las raices
fueron mas numerosas y de mayor longitud. La funcién del carbén activado es absorber cualquier sustancia
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inhibitoria que pudiera impedir el enraizamiento; ademas, es capaz de crear un efecto de oscurecimiento en
el medio de cultivo y por tanto favorecer el enraizamiento, si se considera que las auxinas son fotosensibles
{Normanly 1997). Asi, se descubri6 que brotes de Eucalyptus, Hevea y Sapium, entre ofras especies
lefiosas, enraizan mas facilmente cuando se aftade carbon activado junto con auxinas al medio de culfivo
(George y Sherrington 1984, citados por Liew et al. 1999),

2.8.5.2. Efecto de auxinas en el enraizamiento de microestacas

En muchas especies lefiosas, un problema serio que limita la micropropagacion exitosa, con
propbsitos comerciales, s su renuencia a formar raices adventicias ya sea in vitro o in vivo (Standardi y
Romani 1990, Arrillaga et al. 1991). Afortunadamente, existe gran cantidad de sustancias naturales y
sintéticas que han mostrado su capacidad como promotores de enraizamiento (Blazich 1988) y las mas
importantes son las auxinas. Las condiciones de cultive in vitro facilitan su administracion y la de ofros
compuestos que favorecen la formacion de raices (De Klerk ef al. 1999). La funcion de las auxinas en la
promocion del enraizamiento es compleja, pero esta relacionada con su accion sobre la division y el
crecimiento celular y en la sintesis de pared celular, Ia atraccion de nutrimentos y ofras sustancias al sitio de
aplicacion, asi como sus efectos en las relaciones hidricas y fotosintéticas de las estacas, y ofros procesos
interrelacionados (Leakey y Mesén 1994),

La diferente eficiencia entre las diversas auxinas, puede atribuirse a la naturaleza del compuesto o
a la concentracion de la auxina libre que es liberada en las células. Esto (itimo depende a su vez de la
absorcién, el transporte y la conversion del compuesto agregado y de la cantidad de la auxina sintetizada
por la propia planta (De Klerk et al. 1999).

La auxina puede aplicarse por varios dias o semanas a bajas concentraciones {micromoles) o por
varios segundos o minutos a alta concentracion (milimoles) (Hartmann ef al. 1980). Las estacas producidas
en culfivo de tejidos pueden tratarse brevemente con alta concentracion de auxina y luego plantarse ex vitro,
como lo hacen algunas grandes empresas comerciales (Blazich 1988). Cuando las estacas estan todavia
pequenas es preferible enraizarlas in vitro a bajas concentraciones de auxina y transferirlas a algtin sustrato
después de que las raices se han formado; durante el enraizamiento in vitro, las microestacas aumentan en
tamafio y llegan a ser mas robustas (De Klerk et al. 1999).
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Exponiendo las microestacas de Acacia senegal a un corto tratamiento inductivo con una alta
concentracion de ANA (5 x 105 M), se obtuvo 100% de enraizamiento. Durante ia fase de elongacion de
raices se observo que los brotes de los explantes bien enraizados mostraron mejor desarrolio que los
obtenidos de los explantes enraizados debilmente o de los que no enraizaron del todo (Badji ef af. 1993).

2.8.5.3. Efecto de la oscuridad en el enraizamiento de microestacas

En particular, es bien conocido que la oscuridad durante las primeras semanas de la fase de
enraizamiento es frecuentemente esencial para estimular el enraizamiento en varias especies lefiosas
(Rugini ef al. 1983), aunque con el pre-tratamiento de oscuridad, la sobrevivencia de las plantulas
generatmente disminuye cuando son transferidas al suelo (Von Arnold y Eerikson 1984),

El hecho de que cierto nimero de especies pueda enraizar exitosamente en la obscuridad o como
estacas lefiosas defoliadas (Davis y Potter 1981), indica que la folosintesis después del corte de las
estacas, no es un requerimiento absoluto para el enraizamiento en todas las especies (Mesén et al 1997).

2.8.5.4, Efecto del medio de cultivo en el enraizamiento de microestacas

El medio de enraizamiento Woody Plant Médium (WPM) reducido a un 20% mas 0,1 mg.- de AIB
generalmente da 95-100% de enraizamiento {Welander 1993), pero en general el medio MS al 50, 66,66 o
75% es el mas utilizado para enraizamiento in vifro (Villalobos v Torpe 1991, Corchete ef af. 1993, Pinto ef
al. 1995).

Aunque se requiere sacarosa para la formacion de raices adventicias, el aumento de la
concentracion de 15 a 30 g en el medio de enraizamiento de brotes de Azadirachta excelsa tuvo un efecto
inhibitorio, por lo que los brotes de esta especie requieren solamente una baja concentracion de sacarosa
para producir raices (Liew et al. 1999). No obstante, los medios bajos en sacerosa pueden causar
vitrificacion, debido a un potencial osmético disminuido en el medio (Chesick et al. 1991).

Los brotes micropropagados de Acacia catechu fueron enraizados en medio MS al 25%
supiementado con AlA @ 3 mgH y 1,5% de sacarosa para obtener plantulas completas aunque hubo
formacion de callo intermitente en la union de la raiz y el brote. Para reducir la cantidad de callo, la
concentracion de sacarosa se redujo de 3 a 1,5% (Kaur et al. 1997). Esta concentracion reducida de
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sacarosa también fue optima para otros arboles como Feronia limonia (Purchit y Tak 1992) y Acacia
auriculiformis (Leguminosae) (Das ef af. 1993).

En caoba el enraizamiento in vitro fue favorecido mediante la aplicacion de un chogue auxinico
inicial (induccion), constituido de altas concentraciones de auxinas y bajas concentraciones de citocinina por
corto tiempo en la oscuridad, seguido de una reduccion de éstos durante la fase de expresion y crecimiento
de raices. Los altos porcentajes de enraizamiento (70%), asi como también el nimero (2,1} y longitud de
raices obtenidas, demostraron la eficiencia del procedimiento al permitir la formacion de una vitroplanta de
caoba con caracteristicas adecuadas para su aclimatacion (Orellana et al. 1997).

La eficiencia del sistema radicular no puede ser confirmada hasta después que ias plantulas han
estado creciendo por algdn tiempo en suelo y se ha obtenido informacién de la tasa y el hébito de
crecimiento (Abdullah ef af. 1989).

2.8.6. Aclimatacién

El éxito de los métodos in vitro en la propagacion vegetal depende no solo del nimero de plantulas
producidas, sino también de su tasa de sobrevivencia al fransferirse a condiciones de invernadero y campo
{Liew et al. 1899, Lineberger 2000a).

Las microestacas estan poco adaptadas para crecer en condiciones de invernadero cuando se
remugven de las condiciones de enraizamiento in vifro, ya que tienen drganos fragiles con reducido tejido de
soporte mecanico y paredes celulares delgadas (Donnelly y Tisdall 1993) y carecen de caracteristicas
anatomicas necesarias para resistir variaciones en el ambiente natural. Las hojas dificiimente controlan la
franspiracion, especialmente a humedad relativa menor de 90% (Thakur ef al. 1998) porque carecen de cera
epicuticular suficiente y funcional y tienen estomas anormales, lo cual propicia deshidratacion excesiva y
bajo control de intercambio gaseoso (Lineberger 2000a); ademds, sus raices no poseen pelos absorbentes
(Ahuja 1993). La sacarosa en el medio de multiplicacion de brotes es parcialmente responsable de esio
porque suprime la formacion de ribulosa bifosfato carboxilasa, una enzima clave en fotosintesis (Bonga y
Von Aderkas 1992).

Despues de reducir la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo, el mecanismo fotosintético

de las plantas de cuitivo in vifro se recobra ligeramente y con la exposicion de éstas a altas intensidades de
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yz manteniendo una alta humedad relativa, se estimula un desarrollo més rapido de hojas funéiohzélle's'.':i
(Bonga y Von Aderkas 1992). i S

En efecto, la plantula proveniente de laboratorio es muy fragil puesto que viene de un medio
nutritivo y aséptico y por tanto debe ser objeto de cuidados intensivos durante ia aclimatacion (Etienne ef al.
1997). En especies anuales, lefiosas y suculentas, las plantas obtenidas in vitro se deben lavar
cuidadosamente para eliminar todos los residuos de agar, que pueden ser una fuente de contaminacion
(Villalobos y Torpe 1991, Goh y Galiana 1998).

En la primera semana es decisivo un ambiente constantemente himedo para prevenir el estrés por
deshidratacion en las microestacas (Goh y Galiana 1898); también, durante los primeros 15 dias, las
plantulas viven de sus reservas por lo que se puede presentar un ligero amarillamiento, siendo
recomendable aplicar una solugion nutriiva, como por ejemplo medio liquido MS al 50% o cualquier
ferfilizante foliar diluido (Villalobos y Torpe 1981, Etienne ef al. 1897). Sin embargo, en pléantulas de Mefia
azedarach esta fertilizacion no fue esencial {Thakur ef al. 1998)

Las pléntulas enraizadas obtenidas a partir de brotes de mate (/lex paraguarensis, Aquifoliaceag),
tuvieron una tasa de sobrevivencia de 70% cuando se transfirieron a invernadero en macetas con sustrato
a base de perlita, musgo y arena (1:1:1 volivol) (Sansberro et al. 1998) y en micropropagacion clonal in vitro
de Bixa orellana, los ensayos de endurecimiento indicaron que la turba de coco fue el mejor sustrato al
permitir un 80% de sobrevivencia (D"Souzay Sharon 2001).

Se debe evitar la desecacion y por ello se recomienda mantener en camara himeda. El ciclo de
humedad puede ser de 4-6 seg con intervalo de 4-6 min. El area debe estar sombreada de tal manera que
excluya un 60% de luz, y mantener las microestacas bajo estas condiciones de humedad y sombrapor5a7
dias, aunque algunas especies pueden requerir 2 o 3 dias extra si se observa algin indicio de
marchitamiento. Luego se pasa a una sombra que excluya ef 50% de luz 0 més, y se mantiene ahi por 7
dias, al final de los cuales las microestacas generalmente empiezan a brotar (Lineberger 2000a).

Cualquier modificacién que se haga de! protocolo anterior debe considerar que el paso de alta a
baja humedad relativa y de baja 2 alta iluminacion debe ser gradual (Kirdmanee ef al. 1996), como se
realizé en Eucalyptus tereficornis (Mirtaceae) (Subbaiah y Minocha 1990}, en Eucalyptus spp. (Le Roux y
Van Staden 1991) y en Sesbania grandifiora (Legumninosae) (Detrez ef al. 1994).
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Experiencias con plantulas de Azadirachta excelsa enraizadas in vitro, indican que éstas crecen
normalmente cuando se trensfieren al campo, si se colocan previamente en una camara himeda, equipada
con 6 aspersores intermitentes a intervalos de 10 min durante 5-7 dias y luego se cambian a un
sombreadero al 50% por ofros 7 dias. Este protocolo permite que un 80% de las plantulas enraizadas in
vitro sobrevivan en el ambiente de campo (Liew ef al. 1999),

En el caso de caoba, Ia eliminacion de la tapa de los tubos y la adicién de 2 ml de agua destilada a
cada tubo, tres dias antes del traslado de vitroplantas al invemadero, en vasos de polietileno que contentan
arena esteril, asi como las condiciones proporcionadas por una camara plastica conteniendo un sistema de
riego con agua en gotas finas (humedad relativa cercana al 100% por un periodo de 10 dias), favorecen su
adaptacion a condiciones normales de invernadero. En estas condiciones, vitroplantas de 2,3 cm de altura
promedio, con 3-5 nudos, 4-6 hojas y 2,5 raices promedio por planta permitieron obtener un 27% de
sobrevivencia a la aclimatacion {Oreliana 1997).

El éxito de los sistemas de micropropagacion puede medirse efectivamente por el porcentaje de
plantulas que son transferidas exitosamente de los vasos de cultivo de tejidos al invernadero o a
condiciones de campo (Kirdmanee ef al. 1996). La adaptacion exitosa a las condiciones ex vitro se indica
por la aparicion de raices nuevas (Goh y Galiana 1998),

Una vez aclimatadas, las plantas cambian su estructura morfologica, las raices no funcionales se

sustituyen por ofras con pelos absorbentes y las hojas nuevas también sufren una etapa de transicion en
respuesta a las condiciones ambientales (Aeschbacher et af. 1994),
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3, MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de la investigacion. La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos y en el invernadero de Biotecnologia, del Centro Agrenomico Tropical de Investigacion y Ensefianza
(CATIE), en Turrialba, Costa Rica, de Enero a Noviembre de 2001.

3.2. Fuente de explantes. Para obtener plantulas como fuente primaria de explantes (microestacas) se
utilizd semilla de Cedrela odorata L. correspondiente a los mejores genotipos del ensayo de procedencias
del proyecto sobre *Mejoramiento genetico de melidceas” {identificadas con los nimeros 353 y 354 de Tikal,
Guatemala, 469 de Meambar, Honduras, y Mex 1-29, Mex 1-46 y Mex 1-74 de Quintana Roo, México}, asi
como semilla procedente de Pococi, Costa Rica, certificada por el Banco Latinoamericano de Semilla
forestal, ubicado en el CATIE.

3.3. Desinfeccion de semilla y germinacién in vitro. Se ufilizaron las recomendaciones de Valverde et al.
(1998) para la desinfeccion de C. odorafa, y las de Oreliana et al. (2000) para la germinacién in vifro. Las
semillas se lavaron con agua y jabon y se mantuvieron bajo agua corriente por 10 a 15 min. Bajo
condiciones aséplicas, se realizé una esterilizacion superficial con alcohol al 70% por 60 segundos y con
hipoclorito de sodio comercial al 5,5% (75% viv) durante 25 min en agitacion constante. Después del
tratamiento con cada una de las sustancias citadas, se realizaron cinco enjuagues en agua bidestilada
esteril. Posteriormente, la semilla se sembrd en tubos de ensayo de 25 x 150 mm conteniendo 15 mi de
medio de cultivo MS (Murashige y skoog 1962) (Anexo 1) suplementado con 3% de sacarosa y gelificado
con 0,7% de agar. El pH fue ajustado a 5,7. Las condiciones de cultivo fueron: fotoperiodo de 12 L:12 Oy
temperatura de 29 + 2°C,

3.4. Cultivo de microestacas
3.4.1. Fase de iniciacion

Explantes de nudo cotiledonar de 3 cm de longitud fueron tomados de plantulas de 45 a 60 dias de
edad y colocados verticalmente en el medio de cultivo MS, suplementado con 3% de sacarosa y 2,46 uM de
2P {6-y,y-dimethylamino purina) para promover la brotacion de las yemas cofiledonares segtn Orellana
(1997). El medio se gelifico con agar al 0,7% después de ajustar el pH a 5,7. De este medio se agregaron
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25 ml en frascos “Gerber” de 50 x 90 mm cerrados con tapas plésticas “Magenta” v se esterilizé en
autoclave a 121 °C por 20 min.

3.4.2. Fase de multiplicacién

Para determinar la capacidad de produccion de brotes de esta especie, se utilizaron brotes
obtenidos de la fase de iniciacion y se evalué la respuesta individual de BAP, kinetinay 2-iP (2,2, 6,5, 13,3,
20 pM), bajo un disefio completamente al azar con arreglo simple de tratamientos (Anexo 2), nueve
repeficiones y un frasco “Gerber” con tres microestacas como unidad experimental.

3.4.3. Fase de desarrollo

En esta fase se ufilizaron explantes epicofiledonares de 2-3 cm obtenidos de plantulas de 45-60
dias de edad y se evaluaron los medios de culfivo MS y WPM {Anexo 1) {Lioyd y McCown 1980), al 100, 75,
50, y 25%. El primer medio se utilizO porque es el universalmente empleado en el cultivo de tejidos, y ef
segundo por ser el recomendado para plantas lefiosas. Estos medios fueron suplementados con sacarosa
(10, 20, 30 y 40 g') para establecer un disefio experimental completamente al azar, con arreglo factorial 2 x
42, 32 tratamientos (Anexo 7), cuatro repeticiones para MS y tres repeticiones para WPM con un frasco
“Gerber" con fres brotes, como unidad experimental.

3.4.4. Fase de enraizamiento

Se evalud el enraizamiento in vitro y ex vifro, probando para el primer caso las tres etapas
caracteristicas de enraizamiento (induccion, expresion y desarrollo), mientras que para el segundo caso se
aplico un chogue auxinico para la induccion y se pasé directamente al invernadero en un sustrato a base de
fibra de coco y suelo comdn en proporcion 1:1 y esterilizado en autoclave a 120 °C durante 30 min. En
ambos casos se ufilizaron brotes obtenidos de explantes de nudo cotiledonar y que median 1-2 ¢,

3.4.4.1. Enraizamiento in vitro
Para el enraizamiento in vitro, cada explante individual se coloco en tubos de ensayo de 25 x 150
mm conteniendo 15 mi de medio MS al 50% con pH de 5,7 y suplementado con los reguladores y reactivos

correspondientes.

21



a) Induccion. Se evalud el efecto de auxinas (ANA: 0,5y 1,0 mgt' y AIB: 1,0y 1,5 mgl") y de un medio sin
reguladores, durante un mes en oscuridad, mediante un disefio experimental completamente al azar con
arreglo de tratamientos Ta + 22 (Anexo 11), 10 repeficiones y cuatro microestacas, como unidad
experimental.

b) Expresion. Los brotes de ia fase anterior se subcultivaron a un nuevo medio, para evaluar el efecto de
diferentes concentraciones de carbdn activado (0, 1,5, 2,0 y 3,0 gif), de sacarosa (15, 30 y 45 gi1) y del
gelificante (Agar 7 gi* y Phytagel 2 gl'). El disefio experimental ufilizado fue completamente al azar con
arreglo factorial 4 x 3 x 2 (24 tratamientos, Anexo 16), cuatro repeticiones y dos microestacas, como unidad
experimental. £l tiempo de cultivo fue de 15 dias.

¢) Desarrollo. Para el desarrollo de raices se realizd un subcultivo en un medio suplementado con sacarosa
(15 gi) y que contenia carbén activado (1,5 gi') y agar (7 g ). El iempo de cultivo en esta fase fue de 30
dias.

3.4.4.2. Enraizamiento ex vitro

Los tratamientos evaluados para el chogue auxinico fueron las combinaciones de ANA (11,5 y 23,0
mght) y AIB (43,0 y 86,0 mgl?) durante diferente tiempo de exposicion en oscuridad (8, 16 y 24 h). Se uiilizd
un arreglo factorial 22 x 3 (12 tratamientos, Anexo 17), con disefio experimental completamente al azar,
ginco repeficiones y tres microestacas como unidad experimental.

3.4.5. Analisis estadistico

Se realiz0 un andlisis de varianza y pruebas de Duncan y de medias de cuadrados minimos

{LSMEANS) para comparacion multiple de medias ((t=0,05), mediante el procedimiento GLM (SAS 1999).

Para el andlisis, los datos se transformaron mediante las formulas arcsin/(y) 0 /(¥ +0,5) .

Las variables analizadas en el estudio fueron:

Tiempo de brotacién (dias): Se considerd como brote emergido aquel brote de la unidad experimental
perceptible a simple vista.
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Porcentaje de brotacidn (%): Este valor se obtuvo con base al niimero de explantes dentro de la unidad
experimental que produjeron al menos un brote, al final de cuatro semanas de cultivo, en relacion con el
{otal de explantes, multiplicado por 100.

Nimero promedio de brotes por explante: Se obtuvo sumando el fotal de brotes en la unidad
experimental y dividiendolo entre el nimero de explantes en la misma.

Altura de brotes {(cm): Se midié la altura desde la insercion del brote en el explante hasta su extremo
apical.

Porcentaje de sobrevivencia: Se deferminé mediante la relacion entre explantes muertos y el nimero total
inicial de cada tratamiento, multiplicado por 100. Se determiné a los 15 dias del trasplante en el caso de

multiplicacion y expresion de raiz y alos 30 en el caso de induccién de raiz.

Porcentaje de enraizamiento:  Se relaciont el numero de brotes que formaron al menos una raiz, con €l
nimero fotal de brotes de la unidad experimental respectiva.

Nimero promedio de raices por explante: Se contd y sumé el numerc de raices formadas en cada
explante y se dividio entre el niimero de explantes de la unidad experimental.

Longitud de raiz (cm): Se midio desde la unién de la raiz con la base del brote, hasta su extremo apical.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencion de explantes a partir de semilla germinada in vitro

Aungue no fue un objefivo de la investigacién, pero dado que se utilizo semilla de recolecciones
recientes, asi como semilla con 4-24 meses de recolectada, se pudo observar que no hubo diferencia entre
éstas con respecto al porcentaje de germinacion, pero si con relacion al porcentaje de contaminacion (25%
en semilla de recoleccion reciente y 10% en semilla con cuatro o méas meses de almacenada). Ademas,
hubo diferencias en cuanto al vigor de plantula, siendo la semilla ‘nueva’ la que produjo plantulas mas
vigorosas y en menor tiempo. Lo anterior puede atribuirse a las temperaturas de almacenamiento (7-15 ¢C),
que pudieran haber inhibido los agentes contaminantes de la semilla, lo cual no elimina la posibilidad de su
aparicion conforme transcurre el proceso de germinacion o el cultivo in vitro; pero al mismo tiempo, esta
condicion de aimacenaje también disminuye el vigor de la semilla. De igual manera, en la germinacion de Ia
semilia de la procedencia Mex 1-46, se observaron algunas plantas albinas, que redujeron la disponibilidad
de material para obtencion de explantes (Fig. 1 A).

4.2, Fase de multiplicacion

El comportamiento de los explantes a las diferentes citocininas y conceniraciones se evalud en tres
ensayos previos (Anexo 2). Estos ensayos permitieron observar diferencias significativas en el porcentaje de
brotacion, nimero promedio de brotes por explante y en la altura de los brotes. Para el porcentsje de
brotacion y la altura de brotes, la BAP tuvo un mayor efecto seguido por el 2-iP y |a kinetina, observandose
una respuesta similar entre estas dos citocininas, mientras que para el nb se observo un efecto de gradiente
para BAP, 2-iP y kinetina, respectivamente. Las mejores concentraciones para favorecer las variables
citadas fueron 2,2 y 6,5 uM de BAP, mientras que fas concentraciones de 20 uM de BAP, 6,5 uM de
kinetina y 13,3 0 20 uM de 2-iP tuvieron un efecto minimo y por el contrario, desarroltaron callo en la base
de los explantes, lo cual afectd en general la multiplicacion de los explantes, debido a la formacion de
raices, indeseables en esta fase (Fig. 1 B-D),

Al igual que en los ensayos previos, en el experimento hubo diferencias significalivas entre los

tratamientos para fodas las variables evaluadas (Cuadro 1), pero no enfre las concentraciones de BAP
cuando esta auxina se evalud de manera independiente (Anexo 4)
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Cuadro 1. Efecto de diferentes citocininas en la fase de multiplicacion de explantes nodales de cedro.

% de % de No. de Altura de
Tratamiento uM Diasabrotacion  brotacion  sobrevivencia  brotes por brotes
explante {cm)
BAP
1 2,2 29,26 a 33,0 ab 71,7 ab 0,44 ab 1,0 a
2 6,5 29,20 a 60,8 a 94,3 a 1,00 a 0,7 ab
3 13,3 580 b 110D 3330b 0,11 b 02D
4 20,0 11,7 ab 165 b 833 a 0,49 ab 0,5 ab
Kinetina
5 2,2 17,5 ab 33,2 ab 100 a 0,77 ab 03b
6 6,5 58D 110Db 333 b 0,16 b 02b
7 13,3 17,5 ab 16,5 b 83,3 a 0,33 b 0,5 ab
8 20,0 11,7 ab 11,0 Db 66,7 ab 0.16 b 03 b
24P
9 22 58 b 55 b 333 b 0,05 b 02 b
10 6,5 11,7 ab 222 b 61,0 ab 0,50 ab 03 b
11 13,3 17,5 ab 275 b 100 a 0,38 ab 0,5 ab
12 20,0 11,7 ab 11,0 b 833 a 022 b 03 b

Velores sequidos por ia misma Jetra, en ta misma columna, no son egladisticaments difarentes (Duncan 0,05).

4.2.1. Dias a brotacion

El promedio de dias a brotacion fue de 14,5 dias. Los mejores tratamientos fueron 2,2 uM de el 2-
iP, 6,5 de la kinetina y 13,3 uM de la BAP los cuales mostraron diferencia significativa con las bajas
concentraciones de la BAP, donde el tiempo requerido fue de 30 dias.

4.2.2. Porcentaje de brotacion

De las tres citocininas, la BAP tuvo un mayor efecto en promover la brotacion. El mayor porcentaje
de brotacion {60,83%), se obtuvo con 6,5 pM de BAP, el cual no mostré diferencia significativa con 2,2 pM
de BAP y 2,2 uM de kinetina {33% y 33,2%, respectivaments), pero si con todas las deméas concentraciones
de estas citocininas y de 2-iP. El porcentaje més bajo de brotacitn (5,5%) se obtuvo con 2,2 pM de 2-iP
{Fig. 2 A). Al repetir el experimento sélo con las concentraciones de la BAP, los mejores tratamientos fueron
2,2 uMy 13,3 uM con un 100 y 93% de brotacion, respectivamente (Fig. 2 B).
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Figura 2. Efecto de diferentes citocininas sobre el porcentaje de brotacion de explantes nodales de cedro. A Comparacion
del efecto de la BAP, kinetinay 2-iP. B. Efecto independiente de la BAP.

4.2.3. Porcentaje de supervivencia

En general, los explantes sobrevivieron en todos los fratamientos con citocininas. El promedio de
sobrevivencia fue de 70,8% y se obtuvo hasta un 100% con 2,2 pM de kinefina y 13,3 uM de 2P, pero
estos tratamientos solo mostraron diferencia significativa con 13,3 M de BAP, 6,5 de kinefina y 2,2 pM de

2-iP, donde la supervivencia observada fue de 33,3% (Fig. 3 A). Al evaluar solo los tratamientos con BAP, la
mejor concentracion fue 2,2 UM (Fig. 3 B).
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Figura 3. Efecto de diferentes citosininas sobre el porcentaje de supervivencia de explantes nodales de cedro.
A. Comparacion de! efecto de la BAP, kinetina y 24P B. Efecto independiente de la BAP.

4.2.4. Namero promedio de brotes por explante

Con respecto a esta variable, la BAP super6 a la kinetina y ésta a la 2-iP. No hubo diferencias
significativas entre 2,2, 6,5 0 20 uM de BAP (nb = 0,4, 1,0y 0,5 respectivamente) con 2,2 M de kinetina y
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6,5y 13,3 uMde 2-iP (nb= 0,8, 0,5 y 0,4, respectivamente), pero si entre 2,2 HMde BAP (nb=1,0)
demnas tratamientos (Fig. 4 A).

con log

No obstante que el nimero de brotes obtenido con el mejor tratamiento (2,2 pM BAPY, fue minimo
(1), & evaluar solo los tratamientos de BAP se obtuvieron de 2,5 a 4 brotes por explante, siendo
nuevamente 2,2 UM la mejor concentracion observada al producir 4,06 brotes (Fig. 4 B).
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Figura 4. Efecto de diferentes citocininas sobre el nimero promedio de brotes por explante nodal de cedro. A Comparacién
del efecto de la BAP, kinetinay 2-iP. B. Efecto independiente de la BAP.

4,2.5, Altura de brote

La altura del brote fue similar en presencia de kinefina y 2-iP, pero se observo un mayor efecto con
BAP. Los brotes més largos (1 cm), se obtuvieron con la concentracion de 2,2 M de BAP, la cual mostro
diferencia significativa con 13,3 uM de BAP y con las concentraciones de 2,2 pMy 6,6 uM de kinetina y 2-
iP. Los brotes mas pequefios (0.16 cm) se observaron en los explantes expuestos a 2,2 uM de 2-P (Fig. 5
A). Al repetir el experimento solo con los tratamienios de BAP, nuevamente se observo una mayor altura de
brotes con 2,2y 6,5 uM (Fig. 5 B).
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Figura §. Efecto de diferentes citocininas sobre la altura de brotes obtenidos en explantes nodales de cedro. A. Comparacion

del efecto de la BAP, kinetinay 2-iP. B. Efecto independiente de la BAP

4.3. Fase de desarrolio

Hubo efecto del medio de cultivo, y de la interaccion de los tres factores sobre la altura de brote yio
el porcentaje de supervivencia. Ademas, con el medio WPM fue notable un enraizamiento general, sin
mediar un procedimiento de induccion, mientras que con el medio MS sélo en algunos tratamientos se

detectd raices.

4.3.1. Altura del brote

El efecto del medio de cultivo fue altamente significativo (P < 0,0001) (Anexo 5). E! medio WPM fue
superior al medio MS (P < 0,05), para promover la altura del brote (2,13 y 0,54 cm, respectivamente) (Anexo
6). En el andlisis individual, el medio WPM no mostré efecto de los factores (Fig. 6 A, B), ni de la interaccion

(Fig. 7).
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Figura 6 Efecto de diferentes factores sobre la alfura de brotes de cedro. A. Concentracién de medio de cultivo WPM.

B. Concentracion de sacarosa.
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La mejor concentracion de medio fue al 26%, la cual también formé la mejor combinacion con
sacarosa a 10 g (tratamiento 29) (Anexos 7, 8 y 8), aungue no fue estadisticamente diferente de ofras
interacciones (Fig. 7).

27,
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1.5 : . .

25 50 75 100
WPM (%)

—a— Sacarosa 10— 20 —atme 30 —e—-40 gii

Figura 7. Efecto de la interaccion enfre ia concentracion del medio WPM y la concentracion de sacarosa, sobre la altura de
brotes de cedro

4.3.2. Porcentaje de supervivencia

Para esta variable solo el fipo de medio de cultivo tuvo efecto (P > 0,03), encontrandese diferencias
significativas (Anexo 5). E! mejor medio fue e WPM al producir un 100% de sobrevivencia, contra un 91,1%
en el medio MS (Anexo 6).

4.3.3. Porcentaje de enraizamiento

No obstante la ausencia de diferencias estadisticas significativas entre las diferentes
concentraciones de medio WPM, asi como entre la interaccion con las concentraciones de sacarosa {Anexo
9y 10), se observd una tendencia ascendente en el porcentaje de enraizamiento conforme disminuy6 la
concentracion del medio hasta 50% (Fig. 8 A). Al incrementar la concentracion de sacarosa de 10 a 20 gl
se observo un aumento en el enraizamiento, el cual disminuy6 con 30 g, pero con 40 gl volvio a subir &l
mismo nivel gue con la segunda concentracion (Fig. 8 B).

30



T 80- N 80 - g
£ 75 SHYCE ]
£ 8
E 70 £ 70
8 8 -
T @54 a § 65 o
il )

80 ﬁ B0 -

55 T T 3 1 55 " . ‘ .

25 50 75 100
10 0
Concentracion WPM (%) 2 30 4D

Sacarosa (gll)

Figura 8. Efecto de diferentes factores sobre el porcentaje de enraizamiento de brofes de cedro A Concentracion de
medio de cultivo WPM. B. Concenfracidn de sacarosa.

La mejor interaccion para favorecer el enraizamiento se obtuvo de la combinacion de medio al 25%
maés sacarosa a 20 g, sin embargo, la misma concentracion de medio méas sacarosa a 30 gl', produjo el
mas bajo porcentaje de enraizamiento ( 100 y 22%, respectivamente) (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto de la interaccibn entre la concentracién de medio WPM y de sacarosa en el porcentaje de enraizamiento de
brotes de cedro.

4.3.4, Namero promedio de raices por explante

Con base en el analisis de varianza, ni ios faclores ni la interaccion mostraron diferencia

significativa para esta variable, pero la prueba de LSMEANS detecto diferencias entre el tratamiento 31 con
los tratamientos el 27, 20, 30 y 32 (Anexo 10).
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A medida que se disminuy0 la concentracion de medio de cultivo hasta el 50%, se observé .&nall.e{ré e
tendencia de incremento en el nimero promedio de raices por explante, el cual disminuy6 cuando el medié -
se diluyo al 25%. Esta misma tendencia de incremento, también se observo a medida que se increments 1a
concentracion de sacarosa (Fig. 10 A, B).

La prueba de comparacion multiple de medias corroboré estos resultados al sefialar diferencias

significativas entre los tratamientos 27 y 31 (Anexos 6y 7).
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Figura 10, Efecto de diferentes factores solbire el nimero de raices de brotes de cedro. A Congentracion de medio de cullivo
WPM. B. Concentracion de sacarosa

En cuanto a las combinaciones, el nimero mas alio de raices por explante (3,88) se obtuvo en el
medio al 50% con 30 gI* de sacarosa y con esta misma concentracion, conforme se disminuyo la

concentracion del medio, el nimero de raices también disminuyé (Fig. 11).
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Figura 11. Efecio de la interaccidn entre concentracidn de medio de cultive WPM y de sacarasa, en el nlimero de rafces en
brotes de cedro
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4.3.5. Longitud de raiz

Aunque ¢l analisis de varianza no detecto diferencias entre factores ni entre la interaccion, la
prueba de medias de cuadrados minimos detecto diferencias entre el tratamiento 20 con el 21, 22y 31, al
nivel de 0,03, 0,02 y 0,001, respectivamente (Anexo 10),

Esta variable mostré un comportamiento contrario al observado para el niimero de raices en cuanto
a las concentraciones de medio de cultivo, pues a medida que disminuy6 la concentracion, disminuyé la
longitud de raiz (Fig. 12 A). Con respecto al factor concentracion de sacarosa, la longitud de raiz presento
una tendencia a aumentar conforme se increment6 el nivel de sacarosa alcanzando el maximo de 8,2 ¢m
con 40 gi+* (Fig. 12 B).
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Figura 12, Efecto de diferentes factores sobre la longitud de raiz en brotes de cedro A Concenfracion de medio de cultivo
WPM. B. Concentracion de sacarosa

La interaccion entre el medio al 100% y el sacarosa a 40 gl (tratamiento 20) fue la mejor al
promover una mayor longitud de raiz (11,83 cm). Este tratamiento fue estadisticamente superior solo al
tratamiento 31 (Anexe 10},

Con 30 g de sacarosa, conforme disminuyé fa concentracion de medio, aumento la longitud de
raiz, alcanzando el méximo al combinarse con el medio al 50%, aunque ninguna de sus ofras
cormbinaciones tuvo el valor méximo observado para esta variable, pero si el minimo al combinarse con &l
medio al 25% {tratamiento 31 = 0,83 cm) (Fig. 13).
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Figura 13. Efecto de la interaccion entre la concentracion del medio de culfivo y de sacarosa, en la longitud de ralces de
brotes cedro.

4.3.6. Raices secundarias

Aunque €l andlisis de varianza no sefialé efecto de ninguno de los factores ni de la interaccion, la
prueba de comparacion miltiple de medias, sefialo al tratamiento 28 como el mejor para promover la
formacion de raices secundarias {(Anexo 8 y 10). Dicho tratamiento correspondié a la mejor concentracion
de medio WPM (50%) y a la mejor concentracion de sacarosa (40 gl) {Anexo 9), encontrados al analizar
cada factor de manera individual (Fig. 14 A, B) y detectados también al observar la interaccion entre los
factores (Fig. 15).
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Figura 14. Efecto de diferentes factores sobre el numero de ralces secundarias de brotes de cedro. A Concentracion de
medio de cultivo WPM. B Concenfracion de sacarosa.
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Figura 15. Efecto de la interaceidn entre la concentracion de medio de cultivo WPM y de sacarosa, en el nimero de raices
secundarias en brotes de cedro.

4.4, Fase de enraizamiento

4.4.1. induccion de raices

Para la induccion de raiz inicialmente se establecio un experimento en disefio completamente al
azar con arreglo factorial 2 x 2. En esta prueba preliminar se observé desarrollo de callo précticamente en
todos los fratamientos, por lo que el experimento se repifio, incluyendo un testigo absoluto carente de
auxinas. Debido a la disponibilidad limitada de material vegetal, ef disefio utilizado en este Gltimo
experimento fue completamente al azar, con arreglo de tratamientos Ta + 22 {Anexo 11}, 10 repeticiones y 4
tubos de ensayo como unidad experimental.

4.4.1.1, Porcentaje de supervivencia
No hubo diferencias significativas entre tratamientos. No obstante, el tratamiento sin auxinas mostré

una mayor supervivencia (Fig. 16 A). De igual manera, no se observo efecto de ANA (Fig. 16 B}, ni de AIB
aunque se observd una tendencia de incremento al aumentar la concentracion de AIB (Fig. 17 A).
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Figura 16 . Efecte de tratamientos de auxinas sobre el porcentaje de supervivencia de brotes de cedro. A. Combinaciones
de ANA y AIB y testigo absoluto. B. Efecto individual de ANA.

A pesar de no haberse detectado efecto de la interaccion, el porcentaje de supervivencia disminuy6
con AIB a 1 mght y aumenté con AIB a 1,5 mgi, cuando se incrementd {a concentracion de ANA. Con base
en lo anterior, la mejor combinacion para esta variable fue ANA 1 mglt -+ AIB 1,5 mgl- {Fig. 17 B).
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Figura 17. Efecto de tratamientos de auxinas sobre el porcentgje de supervivencia de brotes de cadro, enia fase de
induccién de ralces. A Efecto individual de AIB. B. Efecto de la interaccion entre ANA y AIB.

4.4.1.2. Porcentaje de enraizamiento

El andlisis de varianza no indico diferencias significativas entre tratamientos {Anexo 13). La
comparacion de medias sefialo al tratamiento 1 como estadisticamente superior a! testigo, pero no a los
demas tratamientos {Fig. 18 A). No se observaron efectos ni de ANA (Fig. 18 B) ni de AIB (Fig. 19 A), no
obstante, cuando se aumento la concentracion de cualquiera de estos factores, el porcentgje de
enraizamiento disminuy6 (Anexo 14).
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Figura 18. Efecto de fratamientos de auxinas sobre el porcentgje de enraizamiento de brotes de cedro. A. Combinaciones
de ANA y AIB y testigo absoluto. B. Efecto individual de ANA,

La interaccion de ambas auxinas no fue significativa (Anexo 13) en base al analisis de varianza; no
obstante, la combinacion de ANA 0,5 mgl® + AIB 1 mglt (fratamiento 1) (Fig. 19 B), fue diferente del
tratamiento 2y 3 (P < 0,04 y P < 0,02 respectivamente} (Anexo 15).

A B
30 35 .
° _

% 20 4 \ g 20
£ 154 15 4 -
E o &
& 10 g 10 - e
i E 54
d 5 .

0 , E ANA 05 1 mgh

AIB 1 1.5 mgit

| e Al 4 —#—4.5 mgh |

Figura 19. Efecto de tratamientos de auxinas sobre el porcentale de enraizamiento de brotes de cedro. A. Efecto individual
de AlB. B. Efecto de |a interaccion entre ANA y AIB.

4.4.1.3. Namero promedio de raices por explante

Se encontraron diferencias estadisticas significativas sélo entre el tratamiento 1 y el testigo (Fig. 20
A). A diferencia de AIB (Fig. 20 B), se observd efecto de ANA, siendo estadisticamente superior la
concentracion de 0,5 mght (Fig. 21 A} {Anexo 14). La interaccion también fue significativa (Fig. 21 B), y hubo
diferencias entre el fratamiento 1 conel 3y 4 (P < 0,01 y P < 0,02, respectivamente) (Anexo 15). Por tanto,
la mejor combinacion fue ANA 0,5 mgl! + AIB 1 mgl, correspondiente al tratamiento 1.
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Figura 20. Efecto de tratamientos de auxinas sobre el nimero promedio de raices en brotes de cedro. A, Combinaciones de
ANA y AIB y testigo absoluto. B, Efecto individual de AIB.
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Figura 21 Efecto de tratamientos de auxinas sobre el nimero promedio de raices de brotes de cedro. A. Efecto individual
de ANA B. Efecto de la interaccion entre ANA y AIB.

4.4.1.4. Longitud de raices (cm)

Para esta variable no se observaron diferencias estadisticas enfre fratamientos; no obstante, el
tratamiento 1 tuvo mayor efecto que €l resto de los tratamientos y el testigo. Los tratamientos 3 y 4, fueron
iguales en cuanto a su efecto para promover la longitud de raiz y menores que el testigo (Fig. 22 A) (Anexc
12). No se observaron efectos significativos de ANA (Fig. 22 B), ni de AIB (Fig. 23 A} para esta variable,
aunque la tendencia fue a disminuir al incrementar la concentraciones de cualquiera de estas auxinas,
siendo mas notorio para el caso de ANA (Anexo 14}, La interaccion igualmente no tuvo efecto en ia longitud
de raiz {Anexo 13 y 15), pero se observd una tendencia a disminuir con las combinaciones de las

concentraciones mas altas (Fig. 23 B).
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La concentracion més alta de sacarosa produjo los valores mas altos en el porcentaje de
enraizamiento, numero de raices y longitud de raiz y un porcentaje de supervivencia simitar al mejor
obtenido con la concentracion intermedia.

Los resultados obtenidos entre los dos tipos de gelificante practicamente fueron los mismos tanto

numérica como estadisticamente.

Cuadro 2. Efecto de carbon activado, sacarosa y tipo de gelificante en la fase de expresion de raices de

cedro,
Factor y concentracion Porcentaje Nimero Longitud de
(gl Supervivencia  Enraizamiento de raices raices (cm)
Carbon activado
0,0 8750 a 16,66 a 0,72z 0,46 a
1,5 77,00 ab 10412 027 a 0,302
20 70,83 ab 14,58 a 0352 0,57 a
3,0 66,66 b 9,52 a 0,16 a 0,142
Sacarosa
15 71,87 a 9,37 a 0,222 0,24 a i
30 79,03 a 9,67 a 0312 0,46 a '
45 76,66 a 20,00 a 0,652 0452
Gelificante
Agar 70 73,9 a 13,54 a 0402 043a .
Phytagel 2,0 77,718 a 12,22a 0,37 a 0,33a ;

Valores con letras iguales para cada variable y factor no son estadlsticamente diferentes (Duncan 0,05).

Como se observa en la Fig. 24, aungue el enraizamiento obienido mediante los fratamientos de
induccion y expresion de raiz fue notablemente inferior al observado en la fase de desarrolio con el medio
WPM, permitid la aclimatacion posterior de las pléntulas. El poco enraizamiento en la fase de induccion,
podria atribuirse al periodo de 30 dias de oscuridad en que se desarrollo la fase de induccion, ya que
durante este periodo algunos explantes presentaron clordsis y llegaron a morir, aspecto también sefalado
por Von Amold y Eerikson (1984) para varias especies lefiosas.

4.4.3. Enraizamiento ex vifro

No se observo respuesta en ninguno de los tratamientos evaluados, debido quizés al
reducido tamafio de los explantes (-2 cm), pues se ha sefialado que los brotes de poca altura

generalmente no enraizan (Augustine y D"Souza 1997).
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5. DISCUSION

Se sabe que el genotipo influye en el comportamiento de las especies in vitro (Bonga y Von
Aderkas 1992). En la germinacion in vifro de semilla de cedro de fres procedencias (Mex 1-28, Mex 1-48,
Mex 1-74) y con tres meses de almacenada, se observo diferencias en el porcentaje de contaminacion, ya
que vario entre 20-46%. Ademas, en la procedencia Mex 1-46 se observé un 5% de plantulas albinas (Fig.
24) lo cual, aunado a las contaminadas (43%), disminuy considerablemente la disponibilidad de material
para cultivar posteriormente in vitro.

En el presente estudio, la contaminacion inicial por hongos y bacterias de las semillas influyd
negativamente durante la germinacion in vifro y también en la supervivencia posterior de explantes. Esto se
puede atibuir a la asociacion de las semillas de especies forestales tropicales con muchos
microorganismos, que de manera natural ayudan a los procesos de germinacion, pero que representan un
factor fimitante para los frabajo in vifro (Castro, 2001). Esta ascciacion afecta directa o indirectamente el
proceso de micropropagacion: de manera directa al contaminar y matar los embriones y de manera indirecta
mediante los tratamientos de desinfeccion aplicados y que pueden ser toxicos para la semilla (Kuneman y
Faaj-Groenen 1988). Los porcentajes de contaminacion durante la germinacion fueron hasta del 46% yenla
fase de multiplicacion posterior, se registraron porcentajes de supervivencia del orden de 33% debido
principalmente, a la presencia de hongos y bacterias, {al y como observaron Berrios ef af. (1991) en la
propagacion clonal in vitro de diferentes especies de por6 (Erythrina spp.).

Los porcentajes mas bajos de supervivencia (33%) se registraron en los tratamientos de citocininas,
{BAP 13,3 uM, Kinetina 6,5 y 2-iP 2,2 uM), que aunque aceleraron la brotacién, fueron estadisticamente
inferiores con las bajas concentraciones de BAP (2,2 y 6,5 uM), en cuanto al porcentaje de brotacion y &
nimero y longitud de brotes obtenidos, como se observé previamente en log ensayos. Esta baja
supervivencia puede deberse al nmero y longitud reducidos de los brotes, lo cual favorece una mayor
susceptibilidad de los mismos, tantc a microorganismos contaminantes como a los nutrimentos y
reguladores del desarrollo empleados en el medio de cuitivo {Jaroensanti y Panijpan 1981). Por tanto, las
bajas concentraciones de la BAP fueron més eficaces para promover la brotacion de los explantes nodales
de cedro. No obstante, los brotes obtenides fueron muy pequefios y dificultaron su separacion posterior para
pasar a desarrollo (Trujifio ef al. 1994, Oreliana 1997). El hecho de que estas mismas concentraciones de la
BAP mantuvieran su efecto positivo en multiplicacion, al compararse con las diferentes concentraciones de
kinetina y 2-iP y con concentraciones més altas de la misma BAP, y al repefirse el experimento solo con las
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concentraciones de BAP, las sefiala como potencialmente (tiles para la micropropagacién de ¢, odorata, al
igual que se han sefialado para Eucajyptus camaldulensis (Gupta ef al. 1983), E. globulus (Bennett ef al.
1994), Alnus acuminata (Badilla ef al 1992) y Crofon sublyratus (Shibata et af, 1996) entre otras especies.
Por ofro lado, la presencia de callo en la base de los explantes, méas frecuentemente observada a altas
concentraciones de BAP, de kinetina o de 2-iP, corresponden con lo observado por Puddephat ef af. (1997)
en Quercus robur (Fagaceae) y puede atribuirse a que dichas concentraciones superan un limite aceptable
por el explante provocando este desorden fisiologico; otra causa podria ser la alta intensidad metabélica de
los explantes, por ser tejidos jovenes, que les confiere mayor potencial morfogenético y con ello mayor
facilided para emitir estruciuras como brotes nuevos y raices, o en su defecto callo (Bonga 1982, Pinto
1994).

Aunque el genotipo infiuye en la respuesta de los cultivos in vitro, y especificamente, diferentes
especies de plantas muesiran significativa variabilidad en absorcién y metabolismo de la BAP, afiadida al
medio de cultivo (Blakesley y Constantine 1992), los resultados obtenidos sefialan que C. odorafa tuvo un
comportamiento similar a C. fonduzii (Meliaceae), al producir un mejor desarrollo de brotes a la misma
concentracion de BAP (2.2 pM) (Guevara ef al 1992), aspecto que coincide con lo encontrado por
Lineberger (2000a) al mencionar que especies diferentes de un mismo género pueden responder igual a
una misma citocinina.

El alargamiento de brotes méximo alcanzado (1 cm) en el presente estudio, fue similar al obtenido
usando explantes nodales de Kielmeyera coriacea para multiplicacion in vifro. En esta especie, la mayor
brotacion se obtuvo con 2,2 uM de BAP y los brotes fueron menores de 1 cm (Pinto ef al. 1994). Sin
embargo, este tamafio de los brotes obtenidos no garantiza el éxito para pasar a la fase posterior del cultivo
in vitro (desarrollo), por su dificil manejo y la mayor susceptibilidad a la manipulacion. Por lo anterior, seria
recomendabie realizar un subcultivo en un medio con carbdn activado para remover residuos de citocinina
utilizada en multiplicacién (Biondi ef af. 1984).

La fase previa de desarrollo de los brotes, al enraizamiento, es de suma importancia ya que en
esta, el brote obtenido en multiplicacion, alcanzara el tamafio adecuado para que cuando adquiera raices se
pase a aclimalacion y se garantice una alta supervivencia. Por esto, es necesario iniciar con brotes de
tamafio adecuado (minimo 1 cm) (Augustine y D"Souza 1997). Como se observd en el presente estudio,
tanto los nutrimentos del medio de cultivo, como la cantidad de sacarosa ufilizados influyeron en el
desarrollo de los brotes (Welander 1993). Las bajas concentraciones de medio WPM (25 o 50%), 4l igual
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que las concentraciones de 10 o 30 gl de sacarosa, fueron las mejores para favorecer fa altura de brotes.
Resultados similares fueron obtenidos para Crofon sublyratus (Shibata ef al. 1999). Lo anterior puede
atribuirse a que las especies lefiosas requieren una formulacion de nutrimentos baja en concentraciones de
sales (Margara 1988) y a que, si bien la mayoria de los cultivos in vitro son dependientes de una fuente de
carbohidratos, hasta que estan listos para aclimatacion (Kozai ef al. 1988), Jas bajas concentraciones de
sacarosa pueden inducir un metabolismo autotrofico y favorecer una morfologia de brotes normal (Garcia-
Martin et al. 2001).

Aunque en el medio MS se registré un 91% de supervivencia, éste fue estadisticamente inferior al
100% registrado en el medio WPM, lo cual puede atribuirse a la mayor concentracion de macronutrimantos
en e medio MS, que pudiera ser toxica para los explantes, o ser més atractiva para los agentes
contaminantes (Margara 1988}

El enraizamiento espontaneo observado en la fase de desarrolio se favorecio mas acentuadamente
en el medio WPM al 50% mas sacarosa a 30 gl para el nimero de ralces y al 100% mas 40 gl de
sacarosa para longitud de raiz y nimero de raices secundarias. Este resultado podria atribuirse a que la
morfogénesis y el crecimiento de los cullivos de tejidos de especies lefiosas, prefieren bajas
concentraciones de sales y ademas, estan marcadamente influenciados por la disponibilidad de N y 1a forma
en la cual este nutrimento esté presente en el medio (NOs* o NHy) (Margara 1988). A diferencia def medio
WPM, el medio MS se caracteriza por un alto contenido de N (60 mel) del cual una fercera parte esta en
forma reducida (amonio), y por una alta concentracion de K. Tambieén, el medio WPM al iguai que el MS,
carece de MgSQ, y CaCly, y en cambio posee menos del 50% de N en forma de nitratos (Anexo 1). De igual
manera, e} enraizamiento favorecido con las altas concentraciones de sacarosa, puede deberse a que la
sacarosa, al igual que el N, es fuente energla para que las plantas desarrollen tejidos y érganos como por
ejemplo ias raices (Veirskov 1988).

La ausencia de efecto estadistico en los factores y en la interaccion, no impide sefialar a la
combinacion de medio WPM al 50% mas sacarosa a 30 gl!, como la mejor para la fase de desarrollo en
base a la tendencia general observada para altura de brote, porcentaie de enraizamiento y nlimero y
fongitud de raices, lo cual coincide con lo observado en Eucalypius tereticornis (Subbaiah y Minocha 1990),
en cacao (Dublin 1991), en Acacia nilotica (Dewan ef al 1992) y en Quercus robur (Garcia-Martin ef al.
2001).



A pesar de que se observo un efecto significativo y diferencia estadistica entre las concentracionas.
de ANA para el nimero de raices {Anexo 13 y 14}, los valores obtenidos para ésta y las demas variab[es: :
gvaluadas, contrastan marcadamente con los valores registrados para el enraizamiento que se presentd en.
la fase de desarrollo. La poca respuesta de los explantes en esta fase, puede deberse tanto &l tamaiio de
los brotes utilizados (1-2 cm), como a la formacion excesiva de callo observada de manera general en los
tratamientos y atribuida a la presencia de auxinas en el medio (Murthy y Saxena 1994), situacion también
observada en micropropagacion de Ulmus pumila (Corchete ef al. 1993) y en Madhuca longifolia
(Sapotaceae) (Rout y Das 1893). Ofra causa podria ser la condicién de oscuridad en la cual se realizo e
experimento y por la cual se observé clorosis y defoliacion en los explantes, situacion que, en algunos cases
origin6 la muerte y de manera general debilitd a los explantes para subcuitivar a la fase de expresion de
raices, pues si bien la oscuridad es esencial para inducir enraizamiento en varias especies lefiosas, al evitar
la degradacion de las auxinas por la luz, también ocasiona un desequilibrio fisiologico en los explantes que
vienen de un medio de luz continua, afectando negativamente la supervivencia en etapas posteriores (Von
Amold y Eerikson 1984). No obstante, en términos de enraizamiento normalmente se dice que la formacion
de callo es un prerrequisito de la diferenciacion de primordios radicales (De Klerk ef al. 1995).

La respuesta en numero y longitud de ralces obtenida con las concentraciones altas de ANA y AIB,
de forma individual o combinada, fue menor que con las concentraciones bajas, debido quizas a toxicidad
dado que los brotes jovenes se caracterizan por un alto contenido interno de auxinas que bien puede ser
suficiente para inducir el enraizamiento tal y como ocurrid en la fase de desarrollo y que concuerda con
resultados similares obtenidos en Bixa orellana (D"Souza y Sharon 2001), Plumbago zeylanica (Selvakumar
et al. 2001) y en Azadirachta indica (Eeswara ef al. 1997). Ya que se ha sefialado que especies de un
mismo género pueden responder igual a una misma citocinina, en el presente estudio se observo que el AlB
a 1 mgl*, favoreci6 la induccion de raiz en brotes de C. odorata, al igual que lo hizo en Melia azadirach
{Ahmad ef al. 1990 en Eeswara et al. 1997).

Aungue se menciona que el cultivo de los brotes durante un dia en oscuridad o con carbén activado
favorece el enraizamiento, en el presente estudio se observd que el carbon activado no mejord el
enraizamiento y mas bien tuvo un efecto perjudicial conforme se incrementd su concentracion, hecho que
puede atribuirse a que ademés de absorber exudados indeseables, el carbon activado también elimina
algunos quimicos esenciales del medio, como el hierro en forma compleja y el zinc (Lange 1989, Nissen y
Sutter 1990), ademas de las vitaminas tiamina y 4cido nicotinico (Dumas y Monteuuis 1995). Por ofro lado,
ninguna de las concentraciones de carbon activado evaluadas previno la formacion de callo en ia mayoria
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de los explantes. La presencia de callo puede atribuirse & la toxicidad de las auxinas qué' fév'dré:céﬁ’:sl{" .

accion en la oscuridad proporcionada por el carbén activado (Dewan ef al 19982, Thakur et al. 1998).

La expresion de raiz se favorecié con las altas concentraciones de sacarosa, aspecto iganment.e' |
sefiglado en el enraizamiento de brotes de Acacia albida (Leguminosae), (Duhox y Davies {1992). EI
porcentaje de enraizamiento y el nimero de rafces por brote aumentaron conforme se aumentd la
concentracion de sacarosa, observandose &l mayor efecto con 45 gi, lo cual es l6gico si se fiene presente
que los carbohidratos sirven como fuente de energia y producen los esqueletos de carbono necesarios para
la formacion de tejidos y 6rganos vegetales nuevos {raices en este caso), existiendo una correlacion positiva
entre el numero de raices producidas y el contenido de carbohidratos en el cultivo in vitro de algunas
especies vegetales (Veierskov 1988).

En el presente estudio, el tipo de agente gelificante no influyb en el enraizamiento. El minimo efecto
observado se puede afribuir a que tanto el tipo de gelificante como su concentracion pudieron haber
afectado la disponibilidad de nutrientes (Singha ef al. 1985, Podwyszynska y Olszewski 1995); o bien a los
compuestos inorganicos en el agar y la interaccion tejido-medio-agar, que originaron clorosis y/ necrosis
(Scholten y Pierik 1997). Con excepcion del porcentaje de supervivencia, la menor respuesta observada en
las demas variables con e Phytagel como gelificante, coinciden con lo observado en Rosa hibrida,
Cordyline fruticosa y Homalomena (Podwyszynska y Olszewski 1995). A diferencia de lo anterior,
Pasqualetto et al. (1988), encontr6 que el Phytagel favorecio la multiplicacion y el enraizamiento de brotes
de Malus sp. Por lo anterior y no obstante que el agar es el ingrediente activo més costoso en la elaboracion
del medio de cultivo, es recomendable seguir utilizandolo para la micropropagacion de C. odorata.

La diferencia principal entre el enraizamiento obtenido en la fase de desarrollo y el cbtenido en
induccion y expresion de raiz, fue el origen de las raices, siendo una organogénesis directa e indirecta
(formacion de callo), respectivamente. Con base en lo anterior, en la fase de desarrollo, seria factible
evaluar el medio WPM a diferentes concentraciones, combinado con concentraciones de carbon activado
para superar el tamafio de brotes (mediante la eliminacion de residuos de citocininas) y mantener un
enraizamiento adecuado (en porcentaje, nimero y longitud), que garantice la supervivencia durante la
aclimatacion.

La nula respuesta de los microbrotes a los tratamientos pera el enraizamiento ex vitro, puede
atribuirse al reducido tamafio de los mismos (1-2 cm) (Augustine y D"Souza 1897), pues se dice que los
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brotes deben exceder de 1 cm si es in vitro y de 2 cm si el enraizamiento es in vivo (Welander 1993). Otra
causa podria ser la toxicidad por las altas concentraciones de auxina utilizadas que pudieron haber pasado
los niveles biolégicos permisibles por los brotes como ocurrid en estacas de Vochysia guatemalensis
(Vochysiaceas) (Mesén y Trejos 1997},

No obstante que las diferentes fases del proceso del cultivo in vitro, se realizaron de manera
independiente, los resuliados obtenidos permiten formar un esquema general de micropropagacion de C.
odorata a partir de explantes nodales obtenidos de semilla germinada in vitro, Asimismo, ef nimero reducido
de plantas obtenidas al desarrollar las fases del proceso de manera secuenciada, garantiza el éxito de la
metodologia y la disponibilidad de material vegetal, para evaluar su comportamiento en campo, con vistas a
mantener su tolerancia al barrenador de las meliaceas {H. grandelfa), y sin duda apoyaria los esfuerzos que
se estén realizando para la conservacion y el mejoramiento genético de la especie.
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6. CONCLUSIONES

1. La benzilaminopurina (BAP) a niveles de 2.2 y 6,5 uM fue la mejor citocinina para favorecer la
brotacion de explantes nodales de C. odorata.

2. El medio para plantas lefiosas WPM fue el mejor para promover el desarrollo de brotes de cedro
con base en lo observado para altura de brote y porcentaje de supervivencia.

3. Una combinacion del medio WPM al 60% y sacarosa a 30 gi*, ademas de favorecer el desarrollo
de los brotes, favorecio su enraizamiento {porcentaje, nimero de rafces primarias y secundarias y
longitud de raiz) in vitro.

4. Las auxinas &cido naftalenacético y acido indolbutirico (ANA y AIB), a las dosis evaluadas

favorecieron minimamente el enraizamiento in vitro y no tuvieron efecto sobre &! enraizamiento ex
vitro en los brotes de C. odorata.

9. El carbon activado no favorecit el enraizamiento in vitro en los brotes de C. odorata, y mas bien
tuvo un efecto negativo a las concentraciones de 2 y 3 gi+t.

6. El tipo de gelificante no influyd marcadamente en el enraizamiento in vifro de brotes de C. odorata,
pero se observo una mejor respuesta en los medios solidificados con agar.
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7. RECOMENDACIONES

Para afinar las diferentes fases de micropropagacion de C. odorata, ¥ obtener un proceso que garantice
un alto numero de plantas para estudiar en campo, se recomienda lo siguiente:

1. Evaluar diferentes tratamientos de desinfeccion para la semilla, que permitan obtener material
vegelal suficiente para la obtencion de explantes.

2. Estudiar la respuesta de diferentes procedencias de semilla en las distintas fases del proceso de
micropropagacion, desde germinacion hasta aclimatacion, y su posterior comportamiento en

campo, en relacion con la tolerancia a H. grandelfa.

3. Evaluar diferentes condiciones de cultivo (quimicas y fisicas) en la fase de desarrollo 2 fin de
incrementar el tamafio de brotes obtenidos, que permita el enraizamiento y la aclimatacion.

4. Evaluar el medio WPM como inductor de enraizamiento, durante la fase de desarrollo,

5. Evaluar dosis mas bajas de auxinas, asi como tamafio de brotes obtenidos in vifro, durante el

enraizamiento ex vitro,

6. Continuar utilizando e agar como agente gelificante, para el cultivo in vitro de C. odorata,

7. Estudiar las diferentes condiciones de aclimatacion (sustrato, humedad, luz y temperatura) que
permitan una alta supervivecia de plantas para su fransferencia al campo.
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Anexo 1. Composicion quimica (mgl) de los medios de cultivo basicos, empleados en las diferentes
etapas de la micropropagacion de cedro.
Sales MS WPM
(1962) {1980)
Macroelementos
NHiNO3 1650 400
KNQ3 900 -
CasCl - -
CaCla.2H:0 440 96
Ca(NOg)2 - -
Ca(NO3)2.4H:0 - 556
MgS04 - -
MgS04.7H,0 370 370
KHaPO4 170 170
FeS04.7H0 37,3 27,8
Microelementos
Kl 0,83 -
HaBOs 6.2 6,2
MnS04.H0 - 22,3
MnS04.4H20 22,3 -
ZnS04.7H0 8,6 8,6
CuS04.5H,0 0,025 250
Na:Mo042H,0 0,25 250*
CoCl.6H.0 0,025 -
Na;MEDTA.2H,0 37,3 37,3
Gelificantes
Agar 0,7%
Phytagel 0,2%
*uM
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Anexo 2. Efecto de diferentes citocininas y concentraciones sobre porcentaje de brotacion, ntmero
promedio de brotes por explante y altura de brotes en tres ensayos (E1, E2, E3) de multiplicacion

de cedro.
Porcentaje de brotacion Nimero promedic de brotes Altura de brotes {ab) (mm)
{oby por explante (nb)
Tratamiento
(M) E2 E3 E1 E2 E3 £ EZ E3

BAP
1 2.2 333a 91,5a 55a 05b 19a 27a 0,3a 1,22
2 6,5 100 a 83,0ab 1,7 bc 25a 1,6 ab 30a 10a 1,0ab
3 13,3 86,7 a 58,2 ahe 2.2b 1,0 ab 1,3 abe 1,7 abed 07a 0,7 ab
4 20,0 86,7 a 247¢c 27b 1,7 ab 04 cd 1,0 abed 07a 0,2b

Kinstina

5 2,2 333a 41,2 ahe 0,3¢cd 03b 11abed  03cd 0,5a 0,7ab
6 6.5 500a 33,0¢ 0,2 cd 1,0 ab 0,4¢cd 8,7 bed 07a 0.7ab
7 13,3 333a 41,2 be 0,3cd 0,3 be 0,6 cd 1,0 abod 1,0a 0.7 ab
8 20,0 16,7 a 58,0 abc 1,2 bed 02 b 0,7 bed 2,0 ahe 03a 1,0ah
2P
g 2,2 50,0a 41,2bc 0,7 bed 05 b 0,4 cd 1,0 abed 0.7a 0,7 ab
10 8,5 333a 41,2 be 0,0d 08 b 0,7 bed 0,0d 0.7a 0,7 ab
" 13,3 50,02 24.7¢ 22h 05 b 0.3d 23ab 0,7a 0,5ab

12 20,0 50,0a 247¢ 1,5 be 1,0 ab 02d 1,7 abed 07a 0,7 ab
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas con base en la prueba de Buncan al 0,05,
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Anexo 3, Andlisis de varianza para las diferentes variables evaluadas en la etapa de multiplicacion in vitro

de cedro.
Variable Factor de variacion gl Cuadrado Valor Pr>F
Medio deF
Dias a brotacion Tratamiento 11 11,1363636 1,36 0,2139
% de brotacion Tratamiento 11 0,33761918 1,72 0,0907
Nlmero de brotes Tratarmiento 11 0,10456493 1,41 00,1932
Altura de brote Tratamiento 1 0,08391589 1,15 0,3373
% de sobrevivencia  Tratamiento 11 0,95677827 241 0,0150
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Anexo 4. Efecto de la benzitaminopurina (BAP) en la brotacion de explantes nodales de cedro,

. Porcentaje Porcentajede | No. debrotes | Altura de brotes
Tratamiento uM de brotacion sobrevivencia | por explante {cm)

1 2,2 100 ab 100 ab 4,06 ab 07 a

2 6,5 78,8 a 93,2 a 3,06 a 0,7 ab

3 13,3 93,2 b 932 b 393 b 05b

4 20,0 864 b 93,2 a 2,53 ab 04 ab

Medias seguidas por lefras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Duncan 0,05).
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Anexo 3. Analisis de varianza para las variables evaluadas en la etapa de desarrolio i vitro de cedro.

Altura de brote

Factor de variacion gl Cuadrado Valor Pr>F
Medio deF

Medio 1 9,98271489 1062,19 <0,0001

Concentracion

de medio 3 0,01315703 1,40 0,2489

Concentracion

de azlcar 3 0,00039891 1,00 0,3973

Interaccion 24 0,01506270 1,60 0,0616

Porcentaje de supervivencia

Factor de variacion gl Cuadrado Valor Pr>F
Medio deF

Medio 1 0,55364213 4,51 0,0369

Concentracion

de medio 3 0,02742617 0,22 0,8800

Congcentracion

de azucar 3 0,02872353 0,23 0,8726

Interaccion 24 0,07331788 0,60 0,9231
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Anexo 6. Valores promedio para las variables

y factores evaluados en la etapa de desarrollo de brotes de

cedro.
Variable Medio Conceniracion de medio (%)  Concentracion de aziicar (gi)
Altura de brote MS  0,54688b 100 1,17143 a 10 1,27964 a
(cm) WPM 213875 a 75 1,19500 a 20 1,16679 a
50 1,28214 2 30 1,22214 a
25 1,26786 a 40 1,24786 a
Porcentaje de MS  91,134b 100 92,857 a 10 96,429 a
sobrevivencia WPM 100 a 75 92,857 a 20 91,643 a
50 96,429 a 30 96,429 &
25 97,593 a 40 05,236 a

Medias con letras iguales en cada factor y variable ne son estadisticamente diferentes (Duncan 0,05).
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Anexo 7. Interaccion enfre medio-cancentracion de medio-concentracion de aziicar i a'lt'u:'réid.é"brbtei=

Tratamiento Medio de Concentracion de Concgntracic’nn de  Altura de brote
cultivo medio (%) azuicar (g (em) - T

1 MS 100 10 0,65 def
2 MS 160 20 0,72 de
3 MS 100 30 0,40 ef
4 MS 100 40 0,42 ef
5 MS 75 10 0,37 f

6 MS 75 20 C42 ef
7 MS 75 30 0,57 def
B MS 75 40 0,52 def
9 M3 80 10 0,65 def
10 MS 50 20 0,42 ef
11 MS 50 30 0,80 deff
12 MS 50 40 0,82 d
13 MS 25 10 0,52 def
14 MS 25 20 0,50 def
15 MS 25 30 0,65 def
16 MS 25 40 6,57 def
17 WMP 100 10 2,06 abc
18 WMP 100 20 1,94 be
19 WMP 100 30 1./8 ¢
20 WMP 100 40 2,21 abc
21 WMP 75 10 2,36 abc
22 WMP 75 20 1,88 ¢
23 WMP 75 30 2,10 abc
24 WMP 75 40 2,26 abc
25 WMP 50 10 1,89 abe
26 WMP 50 20 2,15 abc
27 WMP 50 30 2,46 ab
28 WiVIP 50 40 2,02 abe
29 WiviP 25 10 258 a
30 WMP 25 20 2,14 abc
31 WP 25 30 2,21 abc
32 WMP 25 40 2,02 abc

Valores con la misma letra no son estadisticamante diferentes en base a la prueba de Duncan al 0,05
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Anexo 8. Valores promedio, para los tratamientos con WPM, en las diferentes variables evaluadas en la
fase de desarrollo de cedro.

Tratamiento  Altura de brote % de No. deraices  Longitudde  No. de raices

{cm) enraizamiento  por explante raiz {cm) secundarias
17 2,13 abc 5563 ab 1,54 ab 4,83 ab 000 b
18 1,94 abc 66,63 ab 1,65 ab 6,50 ab 1,33 ab
19 1,79 ¢ 66,67 ab 2,33 ab 4,83 ab 2,20 ab
20 2,21 abc 777 ab 2,67 ab 11,83 & 1,83 ab
21 2,36 abc 88,87 ab 1,65 ab 3,67 ab 0,22 b
22 1,88 bc 66,63 ab 2,22 ab 3,50 ab 0,67 ab
23 2,11 abe 77,77 ab 2,99 ab 6,00 ab 0,44 ab
24 2,26 abc 66,63 ab 1,89 ab 6,67 ab 2,10 ab
25 2,00 abc 88,87 ab 2,44 ab 4,00 ab 0,11 b
26 2,15 abc 66,63 ab 1,66 ab 6,00 ab 2,87 ab
27 2,46 ab 88,87 ab 3,89 a 8,27 a 0,00 b
28 2,02 abc 66,63 ab 2,55 ab 7,17 ab 6,43 a
29 2,59 a 55,53 ab 1,44 ab 4,33 ab 0,87 ab
30 2,14 abc 100,00 a 2,44 ab 9,30 a 4,30 ab
31 2,22 abc 2220 b 0,22 b 0,83 b 0,33 b
32 2,02 abe 77,67 ab 2,67 ab 717 a 0,00 b

Valores seguidos por la misma lefra no son estadisticamente diferentes (Duncan al ,05).
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Anexo 9. Valores promedio, para los niveles de medio WPM y de azicar, en las diferentes variables
evaluadas en la fase de desarrollo de cedro.

Factor Nivel Alturadebrote Porcentajede No. de raices Longitudde  No. de raices
{cm) enraizamiento  por explante raiz {em) secundarias
Medio %
100 2,00 a 66,65 a 2,05 a 7,00 a 1,29 a
75 215 a 74,98 g7 216 a 495 a 0,86 a
50 2,15 a 77,75 a 263 a 6,36 a 235 a
25 207 a 63,88 a 1,69 a 540 a 1,37 a
Azucar gl
10 2.25 a 72,20 a 1,74 & 420 b 0,29 a
20 203 a 74,98 g 1,89 a 6,32 ab 2.29 a
30 2,14 a 63,88 a 235 & 498 b 0,74 a
40 2,12 a 72,20 a 244 a 8,20 a 2,54 a

Valares seguidos por lefras iguales en ta misma columna y para cada faclor, no son estadisicaments dierentes {Duncan 0,05)
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Anexo 10. Prueba de medias de cuadrados minimos (LSMEANS) para la interaccion entre concentracion de

medio WPM y concentracion de azucar, evaluada en la fase de desarrollo de brotes de cedro.

Medio de Azicar Altura de % de No. de Longitud de No.de  Nimerode
culfivo {gl?) brote enraizamientc  raices raiz (cm) raices  LSMEAN

(%) {cm) secundarias
100 10 2,13 55,63 1,54 4,83 0,00 17
100 20 1,84 66,63 1,65 6,50 1,33 18
100 30 1,79 66,67 2,33 483 2,20 19
100 40 2,21 77,77 2,87 11,83 1,63 20
75 10 2,36 88,87 1,55 3,67 0,22 21
75 20 1,89 66,63 2,22 3,50 0,67 22
75 30 2,11 77,77 2,89 6,00 0,44 23
75 40 2,26 66,63 1,89 6,67 2,10 24
50 10 2,00 88,87 2,44 4,00 0,11 25
80 20 2,15 66,63 1,66 6,00 2,87 26
50 30 2,46 88,87 3,89 8,27 0,00 27
50 40 2,02 66,63 2,55 7,17 6,43 28
25 10 2,59 55,53 1,44 4,33 0,87 29
25 20 2,14 100,00 2,44 9,30 4,30 30
25 30 2,22 22,20 0,22 0,83 0,33 a1
25 40 2,02 77,867 267 717 0,00 32

Altura de brote Pr> [ for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

i/i 17 18 19 20 21 22 23 24

27 0,1454  0,0868 0,0145 0,3457 10,6943 0,0836 0,1881 0,4604

29 0,0690  0,0243 0,0055 0,1877 0,4378 0,0137 0,0925 0,2705

i/j 25 26 27 28 28 30 31 32

29 0,0395 0,1829 0,6997 0,0479 0,1105  0,1858  0,0490

32 0,9208 0,6174 0,1073 0,9912 0,0480 0,6882 0,4925

Porcentaje de enraizamiento  Pr> |t] for HO: LSMean(i}=L.SMean(])

i/i 17 18 19 20 21 22 23 24

31 0,3178  0,1444 0,1441 0,0565 0,0318 0,1444 0,0565 0,1444

i73 28 26 27 28 29 30 31 32

31 0,0318 0,1444 0,0318 10,1444 0,22756 0,0103 0,0565
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Ndmero de raices Pr > [t} for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

il 17 18 19 20 21 22 283 24
31 0,2334 0,1765 0,0844 0,0847 0,1652 0,0975 0,0198 0,1299
i/j 25 26 27 28 29 30 3 32
31 0,0414 0,1615 0,0081 0,0507 0,2032 0,0465 90,0391
Longitud de raices Pr > [t| for HO: LSMean(i)=L.SMean(j)

if] 17 18 19 20 21 22 23 24
20 0,0409 0,1708 0,0300 0,0319 0,0264 00,1531 0,1543
21 0,9105 0,4088 0,9778 0,0319 0,9338 0,4412  0,4385
22 0,8451 0,3613 0,9560 00,0264 0,9338 0,3942  0,3917
25 0,9600 ©0,5023 0,8491 0,0456 0,8709 0,8061 0,5422 0,5302
29 0,757 0,4528 0,9126 0,0883 0,9347 0,B690 0,4906 0,4878
3 0,1465 0,0338 0,1875 0,0010 0,1787 0,2058 0,0388 0,0384
ifj 25 26 27 28 29 30 31 32

31 0,1837 0,0928 0,0098 0,0250 0,1548  0,0047 0,0184
Raices secundarias Pr > It| for HO: LSMean(i}=L.SMean(j)

i/j 17 18 19 20 21 22 23 24
28 0,0115 0,0822 10,1172 0,1249 0,0187 10,0350 0,0264 0,1521
if] 25 26 27 28 29 30 31 32
28 0,0151 0©,1660 0,0115

29 0,6454 ©0,4972 0,5686 0,0433

30 0,0549 ©0,4064 0,0433 0,5686 0,1363

31 0,8649 0,3346 0,7790 0,0225 0,7714 0,0780

32 0,9119  0,2158 11,0000 0,0115 0,5686 0,0433 0,7790
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Anexo 11. Tratamientos evaluados para ia fase de induccion de raiz de brotes de cedro,

Tratamiento Acido naftalenacético (ANA) Acido Indofbutirico {AIB)
mglt mgl!
1 0,5 1.0
2 05 1.0
3 1.0 1,5
4 1.0 1.5
5 0 0
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Anexo 12. Comparacion de medias para los tratamientos evaluados en Ia fase de induccién de raiz en
brotes de cedro

, ANA AlB Porcentaje Nimero de Longitud
Tratamiento mgl! mgl’ Enraizamiento Sobrevivencia raices de raiz
1 0,5 1,0 31,818 a 70,454 a 1,023 a 0,652 a

2 0,5 1,5 15,000 ab 75,000 2 0,564 ab 0,595 a

3 1,0 1.0 11,111 ab 65,733 a 0,228 ab 0,277 a

4 1,0 1,5 15,625 ab 68,750 a 0,375 ab 0,244 a

5 0 0 9,375 b 84,380 a 0172 b 0,465 =

Medias seguidas por letras diferentes en fa misma columna, indican diferencia estadistica significativa (Duncan 0,05).
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Anexo 13. Anélisis de varianza para las diferentes variables evaluadas en la fase de induccion de raiz de brotes

de cedro.
Factor de variacion gl Cuadrado Medio Vaior de F Pr>F
Porcentaje de enraizamiento
ANA 1 0,14547259 1,53 0,2252
AlB 1 0,08548583 0,90 0,3504
ANA*AIB 1 0,33840296 3,55 0,0681
Porcentaje de sobrevivencia
ANA 1 0,12102201 1,07 0,3083
AlB 1 0,01041226 0,09 0,7635
ANATAIB 1 0,00005396 0,00 0,9827
Nitmero de raices
ANA 1 1,09839520 5,08 0,0257
AlB 1 0,15639726 0,72 0,3965
ANA*AIB 1 0,37545371 1,74 0,1897
Longitud de raices
ANA [ 0,59360530 3,22 0,0749
AlB 1 0,02857735 0,15 0,6944
ANA*AIB 1 0,00956195 0,05 0,8202

76




Anexo 14. Promedios para las diferentes variables y factores evaluados en la efapa de induccion de raiz de

brotes de cedro.
Factor y nivel Porcentaje Numero de Longitud de
{mgl1) Supervivencia Enraizamiento raices Raices {cm)
ANA 0,5 72619 a 23,810 a 0,7892 a 06313 a
1,0 67,153 & 13,235 a 0,2985 b 02612 a
AIB 1,0 68,330 a 22,500 a 0,6519 a 0,4924 3
1,5 72,222 a 15,278 & 04789 a 0,4366 a

Valores seguidos por lefras iguales en cada factor no son estadisticamente diferentes {Duncan 0,05).
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Anexo 15. Prueba de medias de cuadrados minimos (LSMEANS) para la interaccion entre ANA y AIB sobre
las diferentes variables evaluadas en induccion de raiz de cedro.

ANA AlB % de % de Namero de Longitud
mgi1 mgl-! enraizamienio sobrevivencia raices de raiz No. LEMEAN
0,5 1.0 31,8181 70,4545 0,9886 0,6636 1
0.5 1,6 15,0000 75,0000 0,5641 0,5948 2
1,0 1,0 11,1111 65,7333 0,2285 0,2771 3
1,0 1,5 15,6250 68,7500 0,3750 0,2437 4

Porcentaje de enraizamiento  Pr> Jt] for HO: LSMean(i)=L.SMean()

1 2 3 4

0.0417
00298  0,8388
01342 06578 05328

Porcentaje de sobrevivencia  Pr> }t] for HO: LSMean(i}=LSMean())

N S Y

Nitmero de raices

I GO PO e

Longitud de raices

A LD N —

1 2 3 4
0,8345
04478 0,3482

06106 04903  0,8282

Pr > | for HO: LSMean(i)=L SMean(j)
1 2 3 4

0,1071
00105  0,3232
0,029 05196  0,7538

Pr> {t] for HO: LSMean(i)=LSMean(j))

1 2 3 4
0,6429
0,1443  0,3242

01236 02819 09113
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Anexo 16. Tratamientos evaluados en la fase de expresion de raiz.

Concentragion Gelificante y nimero de tratamiento
gt Agar Phytage!
Sacarosa
Carbd 16 30 45 15 30 45
activado
0,0 1 5 9 13 17 21
1,5 2 6 10 14 18 22
2,0 3 7 11 15 19 23
3.0 4 8 12 16 20 24
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Anexo 17. Analisis de varianza para las diferentes variables evaluadas en Ia fase de expresion de raiz en brotes

de cedro,
Factor de variaclon gl Cuadrado Medio Valorde F Pr>f
Porcentaje de supervivencia
Carbén activado 3 (,50078288 1,97 0,1264
Azicar 2 0,08873438 0,35 0,7064
Gelificante 1 0,03314217 0,13 0,7191
Carbon activado*aziicar 6 0,15529314 0,61 0,7205
Carbon activado*gelificante 3 0,03243360 0.13 0,9434
Ca. activ.*aziicar*gelificante 8 0,19640280 0,77 0,6275
Porcentaje de enraizamiento
Carbon activado 3 0,07914613 0,49 0,6891
Azlicar 2 0,21219265 1,32 0,2742
Gelificante 1 0,02434935 0,15 0,6985
Carbon activado*aziicar 6 0,10792454 0,67 0,6736
Carbon activado*gelificante 3 0,159982415 0,99 0,4010
Ca. activ. *az(icar*gelificante 8 0,20658665 1,28 0,2464
Niimero de raices
Carbdn activado 3 0,17998661 1,42 0,2450
Aziicar 2 0,22237096 1,75 0,1811
Gelificante 1 0,01873806 0,15 0,7020
Carbdn activado*aziicar 6 0,08477308 0,51 0,7985
Carbon activado*gelificante 3 0,05141659 0,41 0,7498
Ca. activ.*azlcargelificante 8 017111570 1,35 0,2352
Longitud de raices
Carbén activado 3 0,12156295 0,92 0,4336
Azcar 2 0,10075213 0,77 0,4686
Gelificante 1 0,04831327 0,37 0,5464
Carbon activado*azicar 6 0,07635130 0,58 0,7444
Carbon activado*gelificante 3 0,04363192 0,33 0,8023
Ca. activ.*azlicar*gelificante 8 0,19227963 1,46 0,1871




Anexo 18. Tratamientos evaluados para el enraizamiento ex vitro de microestacas cedro.

Concentracion de auxina (mgh) Tiernpo de exposicion (horas) y nimero de fratamiento

ANA AlB 8 16 24

11,5 43,0 1 2 3
86,0 4 5 6

23,0 43,0 8 9
86,0 10 11 12
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